

















Background:  The  reported  incidence  of  prostate  cancer  (PCa)  has  increased  in  recent 
years due to the aging of the population and  increased testing; however mortality rates 
have remained  largely unchanged. Studies have shown deficiencies  in predicting patient 
outcome  for  both  of  the major  PCa  diagnostic  tools,  namely  prostate  specific  antigen 
(PSA) and trans rectal ultrasound ‐guided biopsy (TRUS). Therefore, serum biomarkers are 
needed  that  accurately predict prognosis of PCa  (indolent  vs.  aggressive)  and  can  thus 
inform clinical management. 
Aim:  This  study  uses  surface  enhanced  laser  desorption/ionization  time  of  flight mass 
spectrometry  (SELDI‐TOF‐MS)  analysis  to  identify  differential  serum  protein  expression 
between PCa patients with  indolent vs. aggressive disease categorised by Gleason grade 
and biochemical recurrence.  
Materials  and  Methods:  A  total  of  99  serum  samples  were  selected  for  analysis. 
According to Gleason score, indolent (45 samples) and aggressive (54) forms of PCa were 
compared using univariate analysis. The same samples were then separated  into groups 








Results:  The  comparison  between  serum  protein  spectra  from  indolent  and  aggressive 
samples resulted in the identification of twenty‐six differentially expressed protein peaks 
(p<0.05),  of  which  twenty  proteins  were  found  with  99%  confidence.  A  total  of  18 
differentially expressed proteins  (p<0.05) were  found to distinguish between recurrence 







regulated  in aggressive PCa patients, and was  identified as Apolipoprotein C‐I  (ApoC‐I). 
Another  three  candidate  biomarkers  (22.2,  44.5  and  79.1  kDa)  were  found  down‐
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pH  Symbol  used  to  express  the  acidity  or  alkalinity  of  a  solution 










































































































(1, 2). These are  the  so‐called “sporadic” cancers  (3).   A  relatively  few cancers,   mainly 
childhood  leukaemias, arise from relatively simple  inherited germ‐line mutations (4), but 
many more adult cancers are associated with predisposing inherited mutations, which can 
be  dominant  “oncogenes”  but  are  often  recessive  and  are  activated  by  loss  of 




times,  the most  important  causes of death were  acute  infections. As  these have been 
increasingly  controlled  by  drugs  and  public  hygiene  improvements,  longevity  increases 
(6). This and lifestyle changes to do with industrialisation, exposure to toxic chemicals (7) 
and relatively sedentary occupations (8), have contributed to cancer becoming one of the 
biggest  causes of morbidity  and mortality  and  a  serious  challenge  confronting modern 
medicine.  
Cancer can be characterised as uncontrolled and abnormal cellular proliferative processes 
arising  during  carcinogenesis.  This  definition  will  not  however  separate  benign  and 
malignant  tumours.  An  improved  definition might  also  stipulate  that  the  uncontrolled 
cellular  growth  can  spread  locally  and migrate  to  distant  sites  (invasion & metastasis 
respectively) (5). The cellular controls that are compromised when a normal cell becomes 
malignant  are  those  that  are  necessary  in  normal  physiology  for  organised  cellular 
growth,  differentiation  and  tissue  modelling.  This  impinges  on  the  difficulties 
encountered  studying and  treating  carcinogenesis, as  cancer  cells are  in many  respects 
similar  to normal  cells and  tissues with which  they  coexist  (9) and whose  function  in a 
clinical context, must be preserved. Not only therefore is mechanistic molecular research 










have  been  identified  so  far,  of  which  85%  originate  from  epithelial  cells  and  are 
designated  carcinomas  (5).  There  are  two  further  classifications:  sarcomas,  originating 
from  mesodermal  cells,  and  adenocarcinomas  originating  from  glandular  tissue  (5). 
Haematogenous tumours also tend to form a distinct category because of the diffuse and 
mobile nature of the tissue of origin (13). This array of different cancers all begin with a 
breakdown  in  the  balance  between  cell  death  and  proliferation.  The  disequilibrium  of 




and  aetiological  factors  result  in  heterogeneity within  and  between  different  cancers. 
Despite these obstacles, cancer research has, in the last fifty years, made rapid advances. 




Cancer has a multi‐step, multifactorial aetiology.  Initiation  is  the  first  step  in  the  three‐
stage model of cancer development (16). Initiators may be physical, as with both ionising 
and  non‐ionising  electromagnetic  radiation,  or  chemical.  Chemical  carcinogens may  be 
intrinsically  reactive with  DNA,  or  are  altered  (frequently made  electrophilic)  through 
metabolising enzymes in the body and to become activated and able to cause mutational 
changes in DNA (16). Since many initiators must be metabolised before becoming active, 







result of permanent genetic change, daughter cells produced  from  the  transformed cell 
will  also  carry  the mutation(s)  (16).  In  studies  of mouse  skin  carcinogenesis,  a  linear 
relationship has been observed between doses of  initiators and the quantity of tumours 
produced.  It  follows  that any exposure  to  initiator  increases  risk and  this  risk  increases 
indefinitely  with  increasing  exposure  (17).    This  contrasts  with  the  dose  response  to 
promoters, outlined below. 
1.3 Cancer Promotion 
Once mutated  by  an  initiator,  a  cell  is  susceptible  to  the  effects  of  promoters.  These 
compounds promote or deregulate proliferation,  resulting  in  an  excess of proliferation 
over  cell  loss  (mostly  apoptosis)  and  tumour  formation  (18). Promoters have no effect 
when  the  individual  has  not  been  previously  encountered  an  initiator  (17).  Unlike 
initiators, promoters do not  covalently bind  to DNA or macromolecules within  the  cell. 
Many bind to cell surface receptors thereby affecting intra‐cellular pathways that lead to 
increased  cell  proliferation  (16).  There  are  two main  categories  of  promoters:  specific 
promoters  interacting with  receptors  on  or  in  cells  of  defined  tissues  and  nonspecific 
promoters  that  alter  gene  expression  without  the  necessity  for  a  (known)  receptor. 







In  mice,  repeated  promoter  applications  on  initiator‐exposed  skin  produce  benign 
papillomas.  Most  of  these  regress  after  promoter  treatment  ceases,  but  some  will 
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progress  to  cancer.  The  frequency  of  progression  suggests  that  those  papillomas 
progressing  to  cancer  have  acquired  additional  mutational  events  (19).  The  term 
progression,  first used by  Leslie Foulds  (20),  refers  to  the  stepwise  transformation of a 
benign  tumour  to  a  neoplasm  and  to  malignancy.  As  progression  is  associated  with 
karyotypic change, virtually all tumours that advance are aneuploid (i.e. have an abnormal 





















new  cases  of  PCa  diagnosed  in men  the United  Kingdom  (UK)  in  2006  reached  nearly 
35,500.  PCa  diagnosis  rates  in  Great  Britain  have  tripled  over  the  last  thirty  years, 
however  this  increase could be attributed  to  increased detection since  the  introduction 
and widespread use of Prostate  specific  antigen  (PSA)  testing,  reviewed  in more detail 
below. Men over 70 years are responsible for around 60 percent of diagnosed PCa cases 
each year (24). The recent increase in incidence has not been accompanied by an increase 
in mortality  (Figure 1.1), which has  remained  constant,  this  is  largely due  to  increased 
earlier  diagnosis  of  lower  staged  disease, which  is more  amenable  to  treatment.  The 








PCa  risk  is  strongly and positively  related  to age. Very  few  cases are  registered  in men 
under  50; Over  90%  of  deaths  are  in men  over  65  years  of  age. However,  the  largest 








































































There  are  strong  influences  of  race  and  geography  on  PCa  incidence, which  shows  far 
more  variability  than  mortality.  Neither  event  is  collected  with  the  same  rigour  in 
different  countries  or,  indeed,  between  ethnic  or  social  groups  within  a  state  (33). 
Nevertheless, roughly  three‐quarters of new cases occur  in developed nations, with  the 






Asian Americans  are 40%  lower.  In 2001‐2005  the  age‐standardised  incidence was 249 
















risk  of  PCa,  particularly  if  the  relatives  were  diagnosed  <  60  years  of  age.  Recently, 





factors are  influential. For example, South Asian men  living  in the UK have a higher PCa 
risk than those still living in South Asia (48). Some of these environmental/lifestyle factors 
are discussed below.  
Epidemiologic evidence has, over  the  last decade, accumulated  suggesting a hereditary 
component in PCa susceptibility (49). Indeed, PCa is one of the most heritable cancers in 
men  (50).  It  also  showed  the  highest  familial  proportion  (20.15%),  followed  by  breast 
(13.58%) and  colorectal  (12.80%)  cancers  (51). Unlike other genetic  susceptibilities,  the 
phenomenon  in PCa  is not  confined  to early onset  cancers, a Finnish  study  (52) having 
recently described a locus (designated “HPCX” on Xq27‐28) that associates with late onset 
disease.  There  appears  to  be  some  divergence  of  opinion  regarding  site  specificity  or 
linkage to other cancers among susceptibility genes. 
In one American study, even in families selected for the presence of PCa, risks for cancer 
at  other  sites  appeared  not  to  be  increased,  making  hereditary  PCa  susceptibility 
relatively  site‐specific  and  the disease does not  fall  into  a hereditary  cancer  syndrome 
(53). A European group has come to a similar conclusion (49). 
Matikaine et al.(52) on the other hand describe a gene governing a novel association with 







indolent  forms of  the disease.  In one  such  study  two out of  387,384  autosomal  single 
nucleotide polymorphisms  (SNPs) were  found  In  a  genome‐wide  scan  to be  associated 




The  diversity  of  diet  between  races  and  the  influence  of migration  on  PCa  incidence 
alluded to above has stimulated extensive research. A particular focus  is to compare the 
Asian versus  the  ‘Western’ diet, due  to  the  relative changes associated with migration. 
Much  of  the  research  is  yet  inconclusive;  dietary  studies  are  difficult  to  organise  and 
control.  Dietary  components  can  be  deleterious  as well  as  protective.  For  example,  a 




of PCa. Cooked and processed  tomatoes are a more abundant source of  lycopene  than 
fresh tomatoes  (57). A meta‐analysis of 21 studies published  from 1966‐2003,  indicated 
that men with the highest intake of cooked tomato products had a 20% lower risk of PCa 
compared  to men with  the  least  intake  (58). Subsequently,  three studies,  the European 
Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) study (59‐61) among them have suggested 




reductions  in  the  risk of developing PCa have been  reported  (65‐67). However, at  least 
three  studies  showed  no  association  (68‐70).  One  important  prospective  study,  the 








natural  history  of  the  cancer  is  affected  (75‐80).  Dairy  protein  and  calcium  associate 
differently with cancer  incidence. The EPIC study showed an overall 32%  increase  in risk 







One  difficulty  is  differentiating  between  types  of  fat  ingested  e.g.  saturated  vs. 
unsaturated fat as well as fatty acids such as γ‐linolenic and eicoso‐pentaenoic acids; both 
are polyunsaturated fatty acids, n3 & n5 respectively. A recent  large multi‐ethnic cohort 
study  failed  to  show  any  increase  in  PCa  for  any  source  of  fat  (82).  Some  of  these 
nutrients, especially γ‐linolenic acid have other putative health benefits which complicate 













The  Alpha‐Tocopherol,  Beta‐Carotene  Cancer  Prevention  (ATBC)  study  in  smokers 
resulted  in a 32%  reduced  risk of PCa  in men who  received daily alpha‐tocopherol  (the 
form of vitamin E common  in commercial supplements) (89) . Other studies have shown 
minimal  or  no  association.  The  SELECT  trial  is  currently  in  progress  and  should  help 
resolve the issue (71). Green tea has been studied as a candidate preventive agent due to 
its  importance  in  the  diet  of  Japanese  and  Chinese men, who  have  a  low  risk  of  PCa. 




Of  two meta‐analyses of  studies on alcohol consumption and PCa published, one  study 
found no association (91) and the other showed only a small risk increase (92). Smoking is 
positively  linked  to many  cancers with  significantly  strong  odds  ratios,  it  has  no  such 
strong links with either the incidence or mortality of PCa (93, 94). 
1.5.3.5 Molecular Genetics 
Research  into PCa genetics offers  the possibility of  improving our understanding of  the 
risk  of  disease  and  factors  that  drive  cancer progression.  Practically,  this may  improve 
diagnosis and inform the development and use of targeted treatments. PCa often exhibits 
family  clusters  and  5‐10%  of  all  PCas  may  have  a  substantially  inherited  aetiology. 
Searches for high‐risk PCa loci have identified BRCA2, a familial breast cancer gene, as an 
important  susceptibility  factor. Carriers of germline mutations  in BRCA2 have at  least a 
five‐fold increase in PCa risk and frequently develop more aggressive disease (95, 96). The 
ongoing  IMPACT  study  is  evaluating  the  benefits  of  PSA  screening  in  this  high‐risk 
population (97). However, BRCA2 mutations occur in only 2% of all early‐onset (<55years) 
cases,  suggesting  that  further  susceptibility  loci  are  operating  (95). Mutations  in  the 
BRCA1 gene confer a  lesser effect,  increasing a man’s  risk of PCa <2x  (98). The current 
evidence  indicates  that PCa  inheritance  is complex with a number of  lower‐penetrance 





plays an  important role  in prostate carcinogenesis  (3). The  International Consortium  for 
PCa Genetics  has  also  identified  a  novel  susceptibility  locus  on  chromosome  22  (100). 










in  a  high  proportion  of  PCas  and  may  prove  useful  as  a  diagnostic  marker.  As  the 
progression of PCa  is at  least as relevant as  its  initiation, genetic abnormalities affecting 
this  aspect  of  the  disease  are  being  investigated  vigorously.  AR  signalling  in  particular 
plays  a  crucial  role  at  the  interface  between  different  stages  of  the  disease. 
Overexpression  and mutation  of  the AR  gene  can  alter  both  the  ligand  sensitivity  and 
specificity of the receptor (106, 107).  
Genetic profiling  is  likely  to  gain more prominence  in  the  future, with  the prospect of 
yielding  valuable  prognostic  information  thus  influencing  choices  between  treatment 





organ  also  contains  stromal  (mesenchymal)  elements,  along with  smooth muscle  and 
vasculature an  innervation.    It can be described  in  lobular  terms, although  the  left and 
13  1. Introduction 
 
right  lobes are tightly bound by a fibrous capsule.   Clinically and functionally  it  is usually 
divided  on  the  basis  of  zones,  defined  relative  to  the  urethra, which  runs  through  its 
centre.   Four  zones are conventionally defined, not  including  the muscular preprostatic 
tissue, there to prevent backflow of semen into the urinary bladder and the periurethral 











The  innermost  transitional  zone,  surrounding  the  urethra  is  the  main  site  of  benign 
hyperplasia and chronic inflammation (109), but accounts for only 10% of PCa (110).  The 
central zone is largely non glandular.  Although only 5% of cancer arises there, these tend 
to be  serious  in nature as  they  readily  invade  the ejaculatory ducts  through which  this 
zone passes.  The peripheral zone, situated nearest the rectum, is the largest part of the 
prostate by volume (80%) and also accounts for 80% of PCa.  Its position adjacent to the 
rectum  accounts  for  the  relatively  convenient  and efficient  transrectal  route  for  taking 
biopsies (111). 










BPH  and  PCa  share  many  symptoms  and  BPH  often  coexists  with  cancer  in  radical 
prostatectomy specimens (112).   
Although not often arising directly from BPH, PCa is thought to occur through a series of 




the perspective of cancer as a dysregulation of growth,   PCa  is proposed  to arise when 
apoptosis  decreases  due  to  impaired  proliferation  control  pathways,  resulting  in  an 
increase in cell numbers and hence continuous growth of tumour (115). 
The next stage, and the immediate precursor of PCa, is prostatic intraepithelial neoplasia 
(PIN), which  initially arises from PIA  in  low‐grade form (LGPIN) subsequently progressing 
to high‐grade (HGPIN) and then PCa. PIN  is thought to be associated with an  increase  in 
apoptosis. This, coupled with  the  increased proliferation associated with PIA,  leads  to a 
high  turnover  of  cells.  High  turnover means  there  is  an  increased  chance  of  genetic 
change (115). PIN volume correlates positively to tumour volume and PIN is present in 82‐
86% of PCa tissue, but in only 43% of benign tissue (116, 117). As in other cancers (such as 
the adenoma‐carcinoma sequence  in colon cancer or  the  relationship between PIN and 
transitional  cell  carcinoma  (TCC) of  the urinary bladder)  transitions between benign or 
supposedly  pre‐cancerous  lesions,  intraepithelial  neoplasia  and  frank  cancer  are  not 
invariable and may in some cases be considered controversial. 
However,  some  20%  of  all  human  cancers  are  caused  by  chronic  infection  or  chronic 
inflammatory states. This hypothesis has been extended to prostate carcinogenesis. New 
experimental  models  coupled  with  classical  epidemiological  studies,  plus  genetic  and 
molecular pathological approaches, should be able to determine whether PC is driven by 
inflammation, and if so, to develop new strategies to prevent the disease (3).  A causative 





tissue  was  highly  suggestive  of  bacterial  colonization  and  chronic  inflammation 
associating with  a diagnosis of PCa. Genetic  studies  support  the hypothesis  (119).  In  a 
study using  immunohistochemical methods, Wang et al.  (120) consider  they detected a 
direct morphological  transition  between  PIA  and  HGPIN  and/or  PCa.    Evidence  in  the 
peer‐reviewed literature is consistent with chronic prostatic inflammation being involved 




PCa progression,  invasion and metastasis  involves the tumour becoming  independent of 
regulatory  factors within  the organ,  resulting  in a sequence of  local  invasion by erosion 
through  the  basement  membrane,  transport  to  secondary  sites,  and  angiogenesis. 
Proteins  involved  in  these  processes  have  been  characterised,  as  reviewed  by 
Gopalkrishnan (122) but still little is known about the factors dictating the timing of these 
events.  For  example  some  patients  present with  disease  that will  remain  indolent  for 
many  years, whereas  others  present with  a much more  aggressive  cancer.  Studies  by 
Albertsen  et  al.  (123,  124)  looked  at  15  and  20  year  survival  rates  of  patients  treated 
conservatively. The results showed  that  lower grade  tumours  (Gleason score 2‐6) had a 
survival rate of more than 75% over 20 years. This suggests a less aggressive phenotype in 
 




those  tumours,  although  lead‐time  bias may  be  a  factor  here.  The mortality  rate  for 
higher grade tumours (Gleason score 7‐10) ranged from 45% to 66%, which, whilst higher, 
still shows some degree of survival in this overall `aggressive' PCa category. 
The  grading  of  a  tumour  is  given  according  to  the  differentiation  of  the  cancer  tissue, 





PCa  (127).  The  course  of  treatment  adopted  depends  on  the  stage  and  grade  of  the 
tumour. PCa  tumours are  staged according  to  the  level of  spread outside  the prostate. 


















histology on biopsy  specimens or non‐invasive  scans of  the various  types performed  in 
Nuclear Medicine departments (most predominantly CT or MRI scans).  Alternatively they 
may  be  biochemical  with  quantitation  an  advantageous  feature,  but  with  little 
information  on  location.    PCa  characteristically  progresses  by metastasis  to  the  bones.  
Both scans and bone‐specific biochemical markers such as acid phosphatise can be used.  
The  more  general  PCa markers,  of  which  PSA  is  the  only  example  to  gain  universal 
currency, albeit with reservations and variations  in methodology and  interpretation, are 
also  involved.    Scans  are  relatively  expensive  to  perform  and  may  not  add  much 
information  over  and  above  biochemical  markers  plus  clinical  performance  status 
measures.  Tekgul  et  al.  (129)  do  not  recommend  reliance  on  scans  alone  to  influence 
treatment changes. 
Manifestations of early progression are difficult to detect and this constitutes the clinical 
problem  from which  the  present  study  derives;  thus  they  generally  invoke  a  panel  of 
criteria.  Three  such  assessments  are  the  pre‐operative  Kattan  preoperative  nomogram 
(130), and the DiAmico Risk Criteria, evaluated and compared by Korets et al.(131). They 
conclude  that  both  accurately  predict  actuarial  survival  across  all  risk  groups.    In 
particular, the D’Amico criteria have been used to urge caution regarding surgical delay of 
6  months  or  more  in  D’Amico  Low  Risk  patients,  as  it  was  associated  with  worse 








implementation  that  is  the  subject  of  a  recent  Spanish  study,  reported  only  in  the 
European  Association  of  Urology  (EAU)  meeting  proceedings  where  the  overall 
implementation of  the current guidelines across 242 practitioners was only 52.1%, with 





heterogeneous with  small  glands  infiltrating  larger,  benign  glands.  Cells  show  nuclear 
anaplasia  and  there  may  be  perineural  and  vascular  lymphatic  invasion  (134).  The 
remaining  5%  of  cases  classify  as  squamous  cell  carcinoma,  signet‐ring  carcinoma, 
transitional carcinoma, neuroendocrine carcinoma or sarcoma. Prostate adenocarcinoma 
may spread locally or distantly. Locally it can spread by direct invasion of seminal vesicles, 
urinary bladder or  surrounding  tissues. Distant metastases  can originate  from an  initial 
lymphatic spread or from a direct haematogenous spread, principally to the bones (135). 
The rare forms of PCa were reviewed in 2004 by Grignon (136). There are other forms of 
carcinoma  that  are  not  adenocarcinoma  (i.e.  originating  from  a  glandular  cell  type).  
These include signet ring carcinoma ‐ analogous to its counterpart in the gastrointestinal 
tract:  transitional  cell  carcinoma  – which  is  comparable  to  the  same  histotype  found 
commonly in the bladder but not to be confused with metastatic urothelial cancer in the 
prostate  gland: more  rarely  still  neuroendocrine  tumours  or  cancers  of mesenchymal 
origin (sarcoma). 





record  of  13,497  cases.    As with most  of  the  rare  forms,  the  survival  rate was  poor, 
ranging from 1 to 13 months.  It may coexist with adenocarcinoma and been described as 




The  natural  history  of  PCa  remains  to  be  fully  elucidated  with  many  features  of 
progression poorly understood.  In the pre‐PSA era, urinary tract symptoms or abnormal 
Digital  Rectal  Examination  (DRE)  findings  resulted  in  only  40‐50%  of  cancer  patients 
coming  to  the  attention  of  the  medical  profession.  Moreover,  these  patients  often 
presented with  locally advanced disease. The advent of PSA  testing has aided  the early 
detection  of  patients  with  less‐advanced,  organ‐confined  disease.  Demonstrating  that 
active  surveillance  or  alternatively watchful waiting  have  a  role  in  addressing  disease 
control,  the  twenty‐year outcome data  from Connecticut  confirm  that mortality  in  the 
PSA  era  due  to  tumours  of Gleason  score  2‐4 was  <7%  (139).  The  course  of  clinically 
localised  disease  varies  such  that  lower‐grade  tumours  have  a more  indolent  course, 
while high‐grade lesions can progress to metastasise quickly.  
Several  studies have examined  the  cancer‐specific quality‐of‐life parameters  associated 
with  ‘watchful‐waiting’  in  localised  disease.  Albertsen  et  al.  (139) monitored  patients 
receiving no treatment for PCa in the first instance. As disease progressed, many of them 
received antiandrogens. Men with poorly differentiated tumours were considered to have 






of  6  studies.  They  found  a  34%  disease  specific  survival  rate  associated with  grade  3 





potentially  curative  measures  are  taken,  but  the  patient  is  subjected  to  regular 
biochemical  testing  (usually  for  increases  in  PSA  level  or  PSA  velocity),  physical 
examination, biopsies  for updating  tumour grade and  imaging procedures.   The  results 
from  these  sequential  investigations  inform decision making on  future  treatment.   The 
system  is  a  step  towards  personalising  care,  albeit  not  in  the  aggressive way  that,  for 
example,  cancer  vaccine  treatment  represents.  Klotz  et  al.  (142)  considers  active 
surveillance  using  PSA  doubling  time  to  be  a  practical  compromise  between  radical 
measures, which tend to over‐treat, and watchful waiting which risks under‐treatment. 
Johansson  et  al.  (143)  reported  an  update  on  their  population‐based  cohort  study 
spanning  a mean  observation  period  of  21  years.  Here  223  patients with  early‐stage, 
initially  untreated  prostatic  cancer  were  followed  up.  Symptomatic  patients  whose 
tumour  progressed  received  hormonal  intervention.  Thirty‐nine  (17%)  developed 
metastases, most of  these  cancers being  indolent during  the  first  10‐15  years.  Further 
follow‐up between 15‐20 years showed a  large decrease  in  the cumulative progression‐
free survival (of 45% to 36%); survival without metastases reduced from 76.9% to 51.2% 
and PCa–specific survival  from 78.7%  to 54.4%. Cumulatively,  these results suggest  that 
although most PCas diagnosed early  follow an  indolent course,  local cancer progression 
and  aggressive  metastatic  disease  may  still  develop  eventually.  These  findings  are 








is  primarily  used  for  diagnosis  but  has  also  been  used  to  monitor  progression  and 
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prognosis  after  studies  showed  PSA  decreasing  after  radical  prostatectomy,  increasing 
again with recurrent disease (146) . For a patient between age 60‐69, a PSA level elevated 
but below 4ng/mL  is considered  `normal'; above 10ng/mL  is characterised as  `high'  (see 
Table 1.1) 
Table  1.1:  PSA  age‐specific  reference  ranges.  A  PSA  above  the  shown  threshold  for  a  patient  in  the 
corresponding age range is considered to be at a higher than normal risk of PCa (147). 





Studies  have  shown  PSA  levels  to  be  raised  in  patients with  PCa  compared  to  those 
suffering  BPH  or  prostatitis  (146).  Therefore  a  raised  PSA  level  and/or  an  abnormal 
prostate gland on DRE are used to select patients for more invasive tests (e.g. transrectal 
biopsy) (148). However, PSA as a marker is flawed; studies show that it can also elevated 
in BPH and prostatitis  (149, 150).PSA, despite  its name,  is not entirely prostate  specific 
and  is  expressed  in  other  tissues  (150)  even  in  women  (151)  where  the  prostate 
homologue  is  Skene’s  gland  (paraurethral  gland).  Additionally  PSA‐negative  aggressive 
PCa  is  not  unknown  (152‐154),  neither  is  PSA‐negative  recurrence  of  PCa  after  radical 
prostatectomy  (155).  The  low  specificity of PSA  combined with  the  subjectivity of DRE 
offers a real  indication for the development of more stringent diagnostic markers. Using 
prostatic  tissue  from  TRUS‐guided biopsy  specimens,  the  glandular  architecture  can be 
assessed to calculate the Gleason score (156). Twenty‐year survival rates for PCa treated 
conservatively  show Gleason  score  to  correlate with PCa‐associated mortality  rates,  as 
might be  intuitively expected (157, 158). However, 7% of those with Gleason scores 2–4 
still  die  from  PCa  and  only  66%  of  those  having  the  highest Gleason  scores  (8–10)  at 
biopsy will die  from  their disease. Thus, even Gleason  score  is an  imperfect prognostic 
indicator. Following diagnosis, PCa  is typically stratified to give  low, medium or high risk 
groups  to  inform management.  Low‐risk  individuals are defined as having a PSA  ≤10, a 
Gleason score ≤6 and stage 2a disease  i.e.  involvement of  less than half of one  lobe on 
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MRI.  In the UK,  individuals with  low‐risk PCa are followed with active surveillance  in the 
first  instance  prior  to  being  offered  a  prostatectomy  (147).  However,  a  recent meta‐





Early  stage  organ‐confined  PCa  commonly  has  a  surgical  treatment  option:  radical 
prostatectomy,  hormonal  therapy  in  the  form  of  androgen  deprivation  therapy  or 
radiotherapy.    The  latter may be  administered  locally  (brachytherapy using  radioactive 
seeds at either high or  low dose) or from external beam sources, which can still be very 
highly targeted using up‐to‐date equipment  (160).   Apart  from  low dose brachytherapy, 
which is a permanently active implanted source, treatment is usually fractionated to take 
greatest  advantage  of  tumour  growth  kinetics.  Prostatectomy  may  be  accomplished 
trans‐urethrally, alternatively as an open or laparoscopic, even robotic surgical procedure. 
Radical  prostatectomy  involves  complete  excision  of  the  prostate  gland.  There  are 
consequences  of  this  procedure;  a  common  side  effect  that  can  occur  is  erectile 
dysfunction, with a risk up to 50%. Stress  incontinence results  in 2‐3% of patients  (160) 




is active  surveillance which  involves no active  treatment, but  relies on  regular PSA and 
biopsy  checks  to monitor  changes  in  disease  state  (142).    Biopsies  are  however  not 
without risk. 
One  of  the  treatments  options  is  androgen–ablation which  aims  to  reduce  circulating 
testosterone  levels  in the testis (163). This requires management of anti‐androgen or by 
the  exploitation  of  hormone  agonists,  for  example,  luteinizing  hormone‐releasing 
hormone (LHRH) agonist. Commonly, this treatment is active for 18 months and loses its 





and most  are  only  palliative.  For  approximately  20%  of  late  stage  cases,  there  is  no 
effective treatment (163).  
PCa  that  is advanced on presentation or has progressed  follows a cascade of  treatment 
options,  from  hormone  therapy,  with  or  without  radiation  treatment.    On  becoming 
insensitive  to  the  first‐line  regimen,  second‐line  hormonal  therapy,  using  alternative 
agents may be tried, followed by systemic chemotherapy or immunotherapy.  Adjunctive 
radiotherapy may accompany chemotherapy or androgen deprivation therapy.   
It  is clear  that, at presentation, PCa has a highly variable prognosis with  some patients 
experiencing no impact on their life, others having a much more aggressive disease which 
can metastasise and  lead to early death  (110). These patients suffer stress  incontinence 
and pelvic pain as a result of cancer progression. Tumour stage and grade provide some 
information regarding aggression and spread, but are flawed, while PSA is useful, but only 
as a marker of biochemical  recurrence,  thus by  this  stage palliative options are all  that 
remain  (164). Some studies have reported that nearly 80% of patients having a Gleason 
score 6 (non aggressive) live more than 15 years (123). 
Another  imperative  for biomarker discovery  is  the underestimation of PCa  stage, grade 
and even presence using biopsy material alone.  Human judgement is involved in Gleason 
scoring, which always  raises  suspicion of  variable accuracy, but  there are  the objective 
and  essentially  statistical  considerations  associated  with  extrapolation  from  limited 
numbers of samples.  This is a common theme running through much epidemiological and 
clinical medical  investigation.   An ongoing debate has  long existed  (165‐168) about  the 
number  and  location  of  biopsy  cores  that  will  give  the most  accurate  picture  of  the 
prostate as a whole, with the added concern that the use of biopsy guns per‐rectum is not 
without some risk and discomfort for the patient.  Biopsies are conventionally sited using 
ultrasound scan guidance; a refinement  is to use Colour Doppler sonography.   Obesity  is 





Currently,  it  is difficult to differentiate between these subtypes of PCa, so  it  is crucial to 
identify  biomarkers  that  differentiate  between  indolent  and  aggressive  forms  of  the 
disease. 
1.5.9 Prostate Cancer Biomarkers 
Biomarkers  are  biological  molecules  (usually  proteins  or  nucleic  acids)  that  can  be 
measured to indicate the presence or absence of a pathological process such as PCa. They 
are  commonly  detected  using  immunochemical,  proteomic  or  genomic  techniques. 
Biomarkers  in cancer fall  into three major classes. Diagnostic markers are used to aid or 
even  pre‐empt  histopathological  tumour  classification.  Accurate  and  detailed  tumour 
diagnosis  is a prerequisite for optimal treatment choices. Metastatic cancer of unknown 
primary site accounts for some 3% of all malignancies and is one of the ten most frequent 
cancer  diagnoses  (170).  Prognostic markers  provide  information  about  the malignant 
potential of  tumours. This knowledge  is critical  for choosing between  further  treatment 
options.  An  accurate  evaluation  of  the  risk  of  invasion  and metastasis  is  of  particular 
importance  and  provides  the motivation  for  the  studies  presented  here.  Examples  of 





as  tamoxifen,  whereas  oestrogen  receptor  negative  tumour  patients  are  selected  to 
receive  chemotherapy  (170).  An  ideal  marker  should  be  cost  effective,  with  a  high 
sensitivity  and  specificity.  It  should  be measurable  on material  obtained  by minimally 
invasive methods. A  number  of  diagnostic  and  prognostic markers  exist  for  PCa  (172), 
however it is unlikely that any single marker will fulfil all the ideal criteria, in which case it 
would  be  necessary  to  combine  the  results  from  panels  of  markers  (so‐called 
multiplexing)  (173).  In  interpreting  such  results  it  is  necessary  to  remember  that 
multiplexing risks increasing sensitivity at the expense of specificity. Clinically useful areas 







PSA  (also  termed p30)  is  immunogenic and  can  therefore be detected by  a number of 
immunological techniques  including electrophoretic and diffusion based protocols, but  is 
generally  and most  sensitively  detected  by  electro‐  chemiluminescence  immunoassay.  
The test is usually performed on serum, but increasingly plasma is the specimen of choice.  
Results  from  a  comparison  of  serum  and  citrated  plasma  measurements,  conducted 
by Nutter, reported at the American Association for Clinical Chemistry Annual Meeting in 
2006, showed a good correlation using  the Abbott Architect autoanalyser.  Egawa et al. 
(174),  on  the  other  hand,  found  plasma  to  be  an  inferior  starting material  for making 
correlations with  clinical  parameters.  Various  factors  such  as  body mass  index,  sexual 
activity and  co‐morbidity may affect  results. There can also be marked  inter‐laboratory 
variations (175).  
Following the studies describing increased PSA levels associated with PCa and its adoption 





of  change  of  PSA  levels  over  time  (176)  and  has  been  shown  to  be  an  independent 
predictor of disease recurrence after radical prostatectomy (177). A PSAv of >2.0 ng/mL 
per year before diagnosis  is associated with a shorter disease‐free survival  time despite 
radical  prostatectomy  (178).  PSAv  is  commonly measured  as  the  time  it  takes  for  PSA 
levels  to  double,  or  PSA Doubling  Time  (PSADT).  Both  PSAv  and  PSADT  levels  prior  to 






of  the  total. Measuring  the percentage of  fPSA  (free PSA/total PSAx100) addresses  low 
specificity of PSA testing in patients with PSA levels in the 4‐10 ng/mL range (180). Many 
unnecessary biopsies are believed  to be performed on patients  in  this borderline area; 
only  25% of patients biopsied  after having  a  result  inside  this  range  actually have PCa 
(181, 182).  
Increasing  fPSA  (as  percent  of  total)  associates with  a  reduced  risk  of  finding  PCa  on 
biopsy, with the elevated PSA more  likely a result of benign prostatic disease (180, 183). 
Catalona et al. (180) found that using a cut‐off value of 25% fPSA, below which biopsy was 












shows highest concentrations    in prostate  tissue  (188).  It  is overexpressed  in PCa  (189) 
and can be measured  in serum  (190, 191). Some studies  find that hK2 may be useful  in 
the  preoperative  prediction  of  disease  that  is  not  organ‐confined  and  of  the  risk  of 
biochemical  recurrence  (190). However other  studies  (192) have not  shown hK2  to be 
better  than  PSA  for  preoperative  prognostic  prediction. Hk2  to  fPSA  ratios  have  been 







 AMACR  is a promising biomarker  involved  in oxidative metabolism and the synthesis of 
branched chain fatty acids (196). Its gene product expression is upregulated in PCa (197). 
mRNA of AMACR can be measured in both serum and urine by rt‐PCR (198). Sreekumar et 
al.  (199) measured  autoantibodies  to AMACR  in  serum,  claiming  the  results  to  form  a 
highly  sensitive and  specific diagnostic  test. AMACR may also have prognostic value, as 
decreasing AMACR  levels have been associated with both  increased  risk of biochemical 
recurrence and a worse prognosis (200).  
Insulin‐like Growth Factors and Binding Proteins 
A  considerable  literature  exists  promoting  an  association  between  PCa  and  insulin‐like 
growth  factor expression, along with that of their receptors and binding proteins. Some 
studies  show  an  increased  risk  of  PCa  development  with  raised  serum  IGF‐1  (201), 
although the risk may only be marginally  increased and the test did not outperform PSA 
(202). Of greater importance regarding prognosis are IGF binding proteins (179). IGFBP‐2 
is  the main  IGF  binding  protein  in  prostate  epithelial  cells. Markedly  raised  circulating 
IGFBP‐2  levels have been  seen  in patients with PCa  (203). Shariat et al.  (203)  found an 
inverse  correlation  of  IGFBP‐2  concentrations  with  characteristics  associated  with 
aggressive disease  and progression,  such  as higher Gleason  score,  invasion outside  the 
prostate gland and seminal vesicle  involvement. These values are still higher than those 
given by patients without cancer (203). IGFBP‐3, the main binding protein for IGF‐1, does 
not  differ  in  concentration  between  patients  with  non‐metastatic  PCa  and  healthy 
individuals, but are  lowered and have and correlate  inversely with development of bone 
metastases (203, 204). Preoperative measurement of serum IGFBP‐2 and IGFBP‐3 may be 
useful  in PCa prognosis because of  their association with disease progression and  their 
ease of measurement in blood. 
Urokinase Plasminogen Activator (uPA) and Receptor (uPAR) 
The  urokinase  plasminogen  activation  (uPA)  cascade  is  involved  in  degradation  of 




to  its receptor (uPAR); this results  in the conversion of plasminogen to plasmin, which  is 
responsible for the end‐action degradation through activating various proteases. uPA and 














TGF‐β1  plays  a  role  in  regulating  cell  proliferation  and  differentiation  as  well  as 
angiogenesis (176). A relationship has been found between raised concentrations of TGF‐
β1  in PCa  tissue and  increases  in  tumour grade and  stage and  invasion and metastasis 
(213,  214).  TGF‐β1  can  be measured  in plasma by  immunoassay  and  a  correlation has 
been described between  increased  circulating TGF‐β1 and both biochemical  recurrence 




with  higher Gleason  score,  advanced  stage,  development  of metastasis  and  decreased 
survival (221, 222). Kattan et al. (223) added preoperative plasma TGF‐β1 and IL‐6 soluble 
receptor  levels  before  radical  prostatectomy  to  an  existing  nomogram  (130),  that 
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predicted  the  risk  of  biochemical  progression,  using  pre‐treatment  PSA,  clinical  stage 





transcriptional  repression.  EZH2  was  found,  by  gene  expression  profiling,  to  be 
overexpressed  in  metastatic,  compared  to  locally  confined  disease.  Higher  EZH2 
concentrations in localised disease correlated with a worse prognosis (224). The study by 
Varambally  et  al.  (224)  found  that measuring  EZH2  protein  expression  gave  a  better 
prediction of clinical outcome than surgical margin status, Gleason score or pre‐operative 
PSA  levels.  This  suggested  that  EZH2  might  have  some  promise  as  a  discriminator 
between  indolent  and  aggressive PCa  (225).  EZH2 expression has been used  as  a  ratio 





EZH2:  ECAD  ratio  was  associated  with  increased  likelihood  of  disease  recurrence, 
independently  of  the  usual  parameters  such  as  tumour  stage, Gleason  grade  and  pre‐
treatment serum PSA. It  is suggested (226) that the addition of these two biomarkers to 
the  nomogram  developed  by  Kattan  et  al.  (130)  for  use  at  diagnosis  could  aid  in  the 
identification  of  patients  who  have  an  increased  risk  of  recurrence.  The  utility  of  E‐




play  a  role  in  tumourigenesis  due  to  its  likely  involvement  with  cell  adhesion,  signal 
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transduction and  in preventing apoptosis (229). Its expression  is mainly  in the basal cells 
of  the prostate  (229), which  is  thought  to be  the  focal point  for  cancer  transformation 
(230). Many studies have  found PSCA expression  increased  in cancerous prostate  tissue 
compared  to normal material  (229, 231, 232).  In PCa progression, a number of  studies 
(231‐234)  also  found  increased  expression  with  increasing  Gleason  grade,  stage  and 
metastasis  state. However,  immunohistochemical  staining  techniques were used  in  this 
research,  necessitating  the  existence  of  excised  tissue.  A  non‐invasive  assay  for  PSCA 







237). Horoszewicz et al.  (236)  found PSMA expression, by  immunohistochemistry, to be 




















One  of  the most  abundant  peptides  in  prostate  neuroendocrine  cells,  chromogranin A 
(CgA)  is used as a marker of neuroendocrine features  in tumours (249). Neuroendocrine 
differentiation may be part of  the progression of PCa  (250). CgA  is  easily measured  in 
serum and a wide array of studies have found positive associations of CgA with grade and 
stage  of  disease,  also  with  decreased  survival.  This  applies  particularly  to  men  with 
hormone‐refractory  disease  (249,  251,  252).  It  may  become  a  useful  marker  for 











rearrangements  in  which  either  of  two  genes  belonging  to  the  ETS  (E26  avian 
erythroblastosis virus) family of transcription factors (225, 256); ERG (ETS related gene) or 
ETV1  (ETS variant gene 1)  fuse with a gene  that encodes  the  serine protease TMPRSS2 
which  is  integrated  into  cell membranes.  The  fusion  gene  TMPRSS2:ERG  has  a  greater 
association  with  higher  Gleason  grade,  metastasis  and  shortened  survival  than  the 
alternative TMPRSS2:ETV1 (257). 
Prostate cancer antigen‐3 (PCA3) 






negative while 20‐40% of  repeat procedures  are  abnormal.    Indications  for using PCA3 
and  combining  it  with  other  markers  are  expanding  and  have  received  prominent 
exposure at the May 2011 American Urology Association meeting.   Abstracting from the 
live web  link  from the American Urological Association 2011 meeting on May 18th cites 
work  from  Holland  and  America,  where  samples  of  normal  prostate,  BPH  and  PCa 
subjected to the PCA3 test and had an accuracy of 84.4% for detecting PCa. The TMPRSS2: 
ERG gene fusion test was positive in 8.3 percent of the BPH samples, 15.6 percent of the 




Miyake  (259)  studied  the  prognostic  potential  of  a  number  of  candidate  molecules 
alongside  several  conventional  discriminators  to  predict  biochemical  recurrence  after 
radical  prostatectomy.  They  found  that  Ki‐67  and  the  conventional  markers  seminal 
vesicle  invasion  and  surgical  margin  status  independently  predicted  biochemical 






Mutations  of  the  p53  tumour  suppressor  protein  can  lead  to  unregulated  cell 
proliferation.  They  have  been  seen  in  PCa  (262,  263).  The  presence  of  abnormal  p53 
protein  shows promise has been put  forward as a predictor of  recurrence after  radical 
prostatectomy  (264,  265).  Correlations  found  between  this  protein  and  features  of 
aggressive disease  include of metastasis and earlier death  (266). These studies  involved 
33  1. Introduction 
 
prostate  tissue as  there  is no assay as yet  to measure  this biomarker  in urine or blood. 
Other  cell  proliferation  regulators  have  also  been  studied.  These  include  the  cell  cycle 




PCa  is  heterogeneous  by  nature  and  prognosis  is  extremely  variable  once  diagnosed. 
Future measures  to predict  the course of  the cancer  for  individual patients will  involve 
information  individual  to  the  patient  relying  on  the  expression  of multiple  biomarkers 
determined  by  genetic  or  proteomic methodologies.  This  approach  would  reflect  the 
varied  and  complex  changes  occurring  during  progression  of  the  cancer.  This  review 
covers only  a  selection of prognostic markers  that may prove useful  in providing both 
clinician and patient with more  information than  is currently available and to do  it non‐





The word  “proteome" was  first used by Wilkins et al, 1996  to describe  the  full protein 
complement expressed by a particular genome. Proteomics is, therefore by definition, the 
study  of  the  proteome  and  is  defined  by  Anderson  and  Anderson  as  “the  use  of 
quantitative  protein‐level measurements  of  gene  expression  to  characterise  biological 
processes and decipher the mechanisms of gene expression control" (268). Proteomics is 
not  confined  to  the  study  of  protein  expression,  however.  It  also  encompasses  the 
functional  studies  of  those  proteins,  which  includes  activity,  post‐translational 
modifications (PTM), localisation and interactions with other proteins or different classes 
of  molecule  (269).  Thus  proteomics  tend  to  be  split  into  two  disciplines;  expression 





states, exemplified  in  this  study by  cancer  vs. normal or aggressive  cancer  vs.  indolent 
cancer.  Functional  proteomics  is  defined  as  “the  combination  of  readouts  with 
proteomics  data  from  the  same  samples  at  different  points  of  time"  (270),  thereby 
identifying proteins of relevance in a given situation and their functional role in it.  
Cancer proteomics has been described as “the analysis of the molecular pathogenesis of 
cancer by  analysing  global protein expression  in  tumours,  tumour  cells or  extracellular 
fluids from cancer patients” (271). An important reason for measuring proteins instead of 
gene transcripts using nucleic acid‐based methods  is that transcript  levels do not always 
correlate with protein  concentrations. When  the  same material has been examined by 
both  cDNA  arrays  and  proteomic methods,  the  correlation  between mRNA  transcript 
profiles  and  corresponding  protein  abundances  has  been  described  as  no more  than 
moderate (272‐276). Gene products that are structural components of cells show a higher 
correlation  between mRNA  and  protein  than  is  seen with  other  gene  products  (275). 





therapies.  To  fit  these  disciplines  into  the  current  nomenclature,  Transcriptomics, 





dimensional  gel  electrophoresis  (2DGE).  This  is  a  gel‐based  method  that  separates 
proteins in two dimensions at right‐angles to each other, firstly by charge, i.e. isoelectric 
point (pI) and secondly by molecular weight. The technique was first described some 20 




Isoelectric  focusing  (IEF)  harnesses  the  electrical  charge  on  proteins  to  achieve 
separation. Proteins  are  charged molecules.  The overall  charge on  a protein  is  the net 
sum of  the charges of all of  the amino acid chains  involved, with  their amino  (+ve) and 
carboxyl (‐ve) termini plus any other attached sources of charge. The pI of a protein is the 
pH at which this net charge is zero. IEF is traditionally carried out by the application of a 
protein mixture  to  an  IPG  (immobilised  pH  gradient)  gel  strip  containing  ampholytes 
designed  to  create  a  pH  gradient  along  its  length.  Ampholytes  are  small  charged 
molecules  that,  upon  application  of  an  electric  current,  will migrate  to  their  pI.  The 
ampholytes  in  IPG  gel  strips  are  incorporated  into  the  acrylamide  gel  strip  during  gel 
polymerisation  (278). Proteins are applied  to  the strip and on application of power,  the 
proteins migrate along  the strip  to their pI. The gel strip  is  then applied  to  the  top of a 




2DGE,  however,  does  have  its  limitations.  It  is  time‐consuming,  labour  intensive  and, 
critically, unable to resolve all proteins from most samples where there are differences in 
protein  concentration  extending  to  orders  of  magnitude.  This  applies  especially  to 
proteins  smaller  than  10,000Da  (278).  Attempts  to  overcome  these  problems  include 
immunodepletion of the more abundant proteins (e.g. albumin, Immunoglobulin G (IgG), 
anti‐trypsin,  Immunoglobulin A  (IgA),  transferrin  (TF) and haptoglobin), prefractionation 
to reduce protein complexity, which can also address variations  in solubility and the use 
of  commercially  available  basic  (as  opposed  to  acidic)  range  IPG  strips. Unfortunately, 
immunodepletion  can  result  in  inadvertent  removal  of  some  less  abundant  proteins, 
prefractionation  is  often  susceptible  to  reproducibility  problems.  Studies  utilising  basic 












differential  in‐gel electrophoresis  (2D DIGE) was developed  in response to this problem. 
2D DIGE  utilises  different  fluorescent  dyes  to  label  up  to  three  different  experimental 
samples  (e.g.  normal,  disease  and  “control”  ‐  normally  a  pool  of  diseased  and  normal 
material) which allows them to be run on the same IPG strip and gel. This enables direct 
comparisons between samples and control, which should contain all proteins (279, 281).  
Both  2DGE  and  2D  DIGE  result  in  protein  spots  that  can  be  related  to  a  particular 
pathology, but MS must be used to  identify the proteins  involved. Spots are excised and 
digested with  trypsin  to  produce  peptides. Among  the MS  techniques  used  to  identify 
proteins  from  these peptide  fragments are:‐ matrix assisted  laser desorption  ionisation 
time‐of‐flight MS  (MALDI‐TOF‐MS) and electrospray  ionisation  tandem MS  (ESI MS/MS) 




MALDI‐TOF‐MS  or  ESI  MS/MS  to  study  proteomic  profiles  and  potentially  identify 
differentially  expressed  proteins  (270).  Unfortunately  this  method  is  at  best  semi‐
quantitative (283).  
Isotope  coded  affinity  tags  (ICAT)  is  another MS method  permitting quantification  and 
direct comparison of paired samples of proteins using a non‐gel based method. Samples 
are differentially tagged with stable  isotopes on a protein‐reactive group, a glycol  linker 
and a biotin tag. Linkers  (tags) made  from either eight hydrogen  (light reagent) or eight 
deuterium  (heavy  reagent)  atoms  enable  differentiation  between  two  samples. 
Specimens,  once  tagged  are  trypsin  digested,  fractionated  by  avidin  affinity 
chromatography and only  then  subjected  to MS. Relative quantities of proteins  can be 
assessed and differentially expressed molecules identified by MS/MS. The main drawback 
to  ICAT  is  that  the  linkers will  only  bind  to  cysteine. As  some  10%  of  proteins  do  not 
contain  cysteine,  these  remain  unlabelled  and  are  not  analysed  (282).  Isobaric  tags 
represent  a  similar  approach.  Isobaric  Tags  for  Relative  and  Absolute  Quantification  
(iTRAQ) allows quantification and  identification of differentially expressed proteins  in up 
to  eight  samples  (284).  Isobaric  (same  mass)  reagents  are  used  to  label  the  amine 
residues of proteins in each sample before applying MS. The main disadvantage with this 
method is the risk of experimental variation due to protracted sample preparation (282). 
Multidimensional  protein  identification  technology  (MudPIT)  exploits  multiple  high 
pressure  liquid  chromatography  (HPLC)  separations  prior  to  identification  by MS/MS. 
Complex  samples  are digested  and peptide  fragments    separated by HPLC using  first  a 
strong  cation  exchange  column  followed  by  a  reverse  phase  hydrophobicity  column. 
Peptides eluted from second column are then identified by MS/MS. The main advantage 
of MudPIT over 2DGE, ICAT and iTRAQ are that separation and protein identification can 








(SELDI)  time‐of‐flight  mass  spectrometry  (TOF‐MS).  SELDI‐TOF‐MS  facilitates  use  of 
protein  chip  arrays  with  different  binding  affinities  such  as:  metal  affinity,  IMAC‐Cu; 
hydrophobic, Q10;  strong  anion  exchange  (SAX),  H50;  reverse  phase  and weak  cation 
exchange  (CM10).  The  principle  of  this method  is  to  extract  proteins  or  peptides  and 
apply  them  to  surfaces  enhanced  with  particular  binding  chemistries.  These  binding 





as  spectra, map, or gel view, which can  then be used  to distinguish  sample differences 










SELDI‐TOF‐MS  overcomes  many  problems  (due  to  the  limitation  of  the  technologies 
mentioned  previously)  and  has  enabled  the  detection  of  small  potentially  important 




without  the necessity of  long pre‐analytical handling processes  (300). Moreover, SELDI‐
TOF‐MS technology can be applied to samples of low volume (1 µl) obtained from serum 
(301).  It has been demonstrated  that SELDI‐TOF‐MS has  the potential of obtaining high 
sensitivity, specificity and resolution for new biomarkers that are detected from different 
biological  samples.  Analytical  sensitivity  is  defined  as  the  lowest  limit  of  analytical 
detection.  In  SELDI  it  is  the  amount  of  a  protein  required  to  generate  a  peak 
distinguishable  from  noise.  Clinical  sensitivity  is  defined  as  the  rate  of  true  positive 
detection.  That  is,  the  rate  at which  the  test  detects  disease  or  condition  in  a  person 








profiling,  such  as  studies  of  protein–protein  interactions  (305,  306),  protein–DNA 
interactions (307) and post‐transitional modifications (308). However, SELDI faces hurdles 
that can limit its role in biomarker discovery. One of these obstacles is the reproducibility 
of protein  chip  arrays  for  samples  that  are  analysed  (309). The Coefficient of  variation 
(CV)  from array  to array can  influence  the  intensities of  the peaks by 10–40%  (310). To 
overcome this variation, researchers contribute to the development of new methods to 
ensure  the  consistency  of  results.  Research  towards  obtaining  reproducible  and 








Most SELDI  studies undertaken  so  far have  focused on  the  serum or plasma proteome 
(see Table 1.2). Plasma and serum are used in early cancer detection (282, 312), whereas 
biopsies are used to determine staging and treatment strategies (313). The use of serum 
and plasma  in biomarker studies  is  ideal as  it  is minimally  invasive  for  the patient  (282, 
314,  315). As  a  result, many  assays  utilising  this  type  of  sample  have  been  developed 
(316).  The main  challenge  facing  the  study  of  serum  proteome  is  the  overwhelming 
abundance  of  albumin  and  immunoglobulin.  These  large  proteins  frequently  mask 
significant,  low  abundance  proteins.  To  overcome  this  problem,  strategies  have  been 




diagnosis, appropriate prognosis, effective  therapy and monitoring of  cancer  treatment  
(293).  In  America,  the  number  of  new  cancer  cases  in  2007  totalled  1,444,  920.  The 
mortality  rate  for  the  same  year was  559,650  (320).  This  highlights  the  need  to  find 
biomarkers from SELDI technology to detect early stage disease and to give an indication 






CA15.3)  show  shortcomings  including  low  sensitivity  and  specificity  (323).  Earlier 
diagnosis and more sensitive tests for breast cancer could improve and inform treatment 
regimes (324, 325). SELDI has been used to analyse many different samples from breast 
cancer patients. These  include; breast  cancer  tissue  (326),  serum  (327), nipple aspirate 




and  II  disease  to  detect  abnormalities  in  the  protein  expression  of  patients.  Nipple 
aspirate  fluid  (NAF)  obtained  from  breast  cancer  patients  and  healthy  women  were 


















Li et al.(327)   Serum  Breast 3 169 Diagnosis 
Pawlik et al. 
(329) 
*NAF  Breast 27 28 Diagnosis 
Sauter et al. 
(328) 




Tissue  Breast 2 65 Diagnosis &
Prognosis 
Shi et al. (336)   Plasma  Breast 1 122 Diagnosis  
Becker et al. 
(333) 
Serum  Breast 4/8? 62 Diagnosis 










Plasma  Ovarian 4 65 Diagnosis 
Zhang et al. 
(340) 
Serum  Ovarian 3 503 Diagnosis 
Ye, et al. (341)  Serum  Ovarian 1 266 Diagnosis 
Moshkovski et 
al. (342)  
Serum  Ovarian 1 61 Diagnosis 
Chen et al. 
(343)  
Serum  Colon 4 ? Diagnosis & 
Prognosis 




Serum  Colorectal 2 157 Detection 
Chen et al. 
(343) 
Serum  Colorectal 147 4 Diagnosis 
Qian et al. 
(346)  
Serum  Gastric 16 130 Diagnosis 
Su  et al. (347)   Serum  Gastric 3 245 Diagnosis 
MRoeschely et  
al. (348)  




Plasma  HNSCC 65 109 Diagnosis 
De Bont et al. 
(350)  










Pancreas 2 91 Diagnosis 












Serum  Melanoma 3 49 Diagnosis 
Zh et al. (357)  Serum  Endometrial 13 40 Detection 
 
Ovarian cancer 
Cancer  antigen  125  (CA125)  and  transvaginal  ultrasonography  are  the  major  current 
screening  tests  for  early  detection  of  ovarian  cancer.  However,  only  35‐50%  of  early 
ovarian cancer cases (with a good opportunity for survival) are detected by CA125. CA125 
lacks  sensitivity and  specificity; accurate early detection  treatment  is essential  for  long‐
term survival (358, 359). It has been demonstrated that SELDI is feasible for the detection 
of new biomarkers  that have  accurate  sensitivity  and  could be more  suitable  for  early 










transthyretin were down‐regulated  in  the cancer  set, while  inter‐alpha  trypsin  inhibitor 
fragment was  found  to be up‐regulated  in the cancer group. These results  indicate  that 
these protein biomarkers have the power to provide a screening test for the detection of 
early  stage ovarian cancer.  In a  similar  study, Lin et al.  (339) used SELDI  for  identifying 
biomarkers  from  plasma  in  ovarian  cancer.  35  samples  from  cancer  patients  were 
compared  to  30  control  samples  and  six  differentially  expressed  protein  peaks  were 





Cervical  cancer  is  classified  as  the  second most  common  cancer  after breast  cancer  in 
women under 35 years. One of the causes is the human papilloma virus (HPV) which was 
implicated in cervical cancer progression (363). Currently, the common screening tests for 
detection  of  cervical  cancer  include  cervical  smear  testing  and  large  loop  complete 
excision of  the cone biopsy where uncontrolled growth of cells  is detected  (321). SELDI 
was used to detect biomarkers taken from cervical cancer patients. A study by Wong et al. 
(364) was  able  to  distinguish  cervical  cancer  patients  from  non‐cancer  by  using  SELDI 
analysis. Microdissected  samples were  collected  from  sixty‐two  volunteer  (35  invasive 
cervical cancer and 27 healthy age‐matched cervix tissue) and analyzed by WCX protein 





down‐regulated  in  cervical  cancer  patients  compared  to  healthy  women.  The  results 
















tools,  such  as  chest  x‐ray, bronchoscope,  low dose  computed  tomography and  sputum 
cytology, which  are not  ideal  for diagnosis of  this  cancer due  to  lack of  sensitivity  and 
specificity (321). SELDI was used  in  lung cancer research to detect differential expressed 
protein  for  lung cancer patients. A study by Yang et al.  (337) used serum samples  from 
lung cancer patients and healthy controls, analysing them using SELDI. 158 serum samples 






Five  protein  peaks were  detected  by  SELDI  from  the  training  group  and  spectra were 
expressed at 2538, 5335, 6429, 8245 and 11493 Da. The blind group  resulted  in 91.4% 
sensitivity  for detection of non‐small  cell  lung  cancers and  showed much higher  in  the 
detection of these than for small cell lung cancer. Biopsy tissues from lung cancer patients 
were also examined with SELDI. Zhukov et al. (338) analyzed 45 samples by laser capture 
microdissected  (LCM) obtained  from patients with malignant/pre‐malignant  lung cancer 
and  from  subjects with normal  lung  tissue  to detect any abnormalities by SELDI  .  Lung 





Colorectal  cancer  (CRC)  is  common  in men  and women  and  is  classified  as  the  third 
biggest  cause of  cancer deaths globally. CRC  is  responsible  for about 10% of all  cancer 
deaths  each  year  (345).  Accurate  tumour  markers  will  make  early  CRC  detection, 
prediction of prognosis, disease diagnosis and therapy choices much easier. To date, the 
using of screening methods such as serum carcinoembryonic antigen (CEA) values, faecal 
DNA  analysis  and  faecal  occult  blood  test,  have  demonstrated  low  sensitivities  and/or 
specificities  for  the  diagnosis  of  CRC  (365).  As  a  result,  differentially  expressed  serum 
proteins were  identified by SELDI to detect the early stage of CRC with ~90% specificity 
and  sensitivity  (343,  366).  A  study  reported  by  Engwegen  et  al.(345)  using  two 






the  other  tumour  types  examined.  Eventually,  SELDI  will  be  a  feasible  technique  for 
detecting new  serum biomarkers  for CRC. Even  though  some of  the expressed proteins 
are not  specific  for CRC,  these patterns will play an  important  role  in disease diagnosis 
and therapy monitoring. Another study by Meele et al. (367) used SELDI and identified a 

















chip  array was used  to detect differentially expressed proteins  from  TCC patients.  The 
study comprised a total of 94 subjects,  including both patients and a control group. This 
yielded  five  differentially  expressed  proteins,  peaks  being  detected  at mass  values  of 
3.353 Da, 9.495 KDa, 44.6 KDa, 100.120 KDa and 133.190 KDa. The 3.353 KDa was also 
detected  in microdissected bladder cells and  identified as defensin  family member. The 






cell cancer. Sera  samples were applied  to  IMAC protein chip array. A classification  tree 
algorithm developed new biomarkers  that were able  to distinguish  the HNSCC patients 
from  the  controls  and  healthy  smokers  with  83.3%  sensitivity  and  90%  specificity. 
Moreover,  80%  of  HNSCC  patients  thought  to  be  high  threat  “smokers”  were 
appropriately classified. 
Miscellaneous SELDI applications 
SELDI  has  also  been  applied  to  samples  from  hepatocellular  carcinoma  patients  (HCC). 
This  study  identified patients of hepatocellullar  carcinoma  from non‐patients  (370) and 
also differentiated between HCC patients  and hepatitis C  virus patients  (371).  In other 
disease states, SELDI has potential by means of biomarker detection, to predict the course 
of  disease,  relapse  in  breast  cancer  patients  after  chemotherapy  (372),  liver  cirrhosis 
progression  in patients with hepatitis B  infection (373) and also to  identify patients with 
severe  acute  respiratory  syndrome  (SARS)  at  an early  stage  (374).  SELDI has  also been 
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heavily  used  in many  other  diseases,  including  tuberculosis  (375),  rheumatoid  arthritis 
(376), neurologic disorders such as Alzheimer’s disease (377), stroke (378, 379) and intra‐
amniotic infection to detect biomarkers for diagnostic use (380). 
1.9  Potential  markers  of  PCa  detected  from  proteomic 
technologies   
1.9.1 Gel‐based proteomics     
2DGE  (depicted  in  Figure  1.5)  has  been  used  by  Lexander  et  al.  (381)  to  study  the 
prognosis of PCa by examining  the proteome of  fresh  radical prostatectomy  specimens 
from 29 malignant and 10 benign samples. They identified 39 proteins whose expression 
levels  correlated with  prognostic  indicators  such  as Gleason  score  and DNA  ploidy. Of 
these, 30 proteins were  identified by MS  including the well characterised Glutathione S‐
transferases  (GST)‐π. GSTs are a  family of enzymes  that are  thought  to be  important  in 
preventing the initiation of carcinogenesis. Studies by Lee et al. (382) have shown that in 
88 of 91 prostate carcinomas, antibodies failed to find detectable levels of GST‐ π, and the 




Johansson  et  al.  also  adopted  a  2DGE  approach    and  found  21  protein  spots  which 
showed differential expression between  two  subtypes of  the LNCaP cell  line  (384). This 
cell  line,  originally  from  a  lymph  node metastasis  (385),  has  been  used  frequently  in 
biomarker  studies  as  it  is  a  hormone  sensitive,  PSA  expressing  cell  line  (386)  which, 
through  repeated  passage,  can  evolve  into  an  androgen  insensitive  variant.  Therefore, 
LNCaP and  its  sublines are useful  for  studies  into androgen  independent disease  (386). 
However, Corey et al. question the utility of the LNCaP model of progression (387). They 
state  that hormone  therapy  in advanced  stage disease  results  in a  reduction  in  tumour 





were  identified using MS, one of which was validated using other methods  in  formalin 
fixed  paraffin  embedded  (FFPE)  tissue.  This  protein was  the  60kDa  heat  shock  protein 
(HSP60),  the expression of which seemed  to correlate with clinical  features of PCa. Cell 
line  studies  such  as  this have  advantages over  tissue  studies  in  reducing  variables  and 
sample  selection  bias,  but  are  only  a model  for  disease  and,  therefore,  results  do  not 
always translate. 
A  further  conventional  proteomics  study  using  2DGE  identified  pigment  epithelium‐
derived  factor  (PEDF)  to be an early  tumourigenesis biomarker  in PCa and provided an 







Rowland  et  al.  (389)  used  2D  DIGE  to  study  androgen  ablation  in  LNCaP  cells.  They 
identified  107  proteins  differentially  expressed  between  androgen  supplemented  cells 
and anti‐androgen  supplemented cells,  the majority of which have not previously been 
associated with the androgen responsive network. 2D DIGE was also utilised by Qin et al. 




One of  the  first studies utilising  ICAT  to study PCa was a  technical study optimising  the 
procedure  coupled with ESI MS/MS  (391). This  study  compared  the proteomes of non‐
tumourigenic (P69) and highly tumourigenic (M12) PCa cell  lines and  identified two over 
expressed and  four underexpressed proteins  in  the  tumourigenic cell  line. Further work 
utilising a similar approach  found  it possible  to  label specific membrane proteins  (PSCA 
and  c‐ErbB2)  to  study expression  levels  in PCa  cell  lines  (392). Additional work utilising 
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ICAT  with  LNCaP  cells  have  studied  androgen‐depleted  and  androgen  stimulated 
differences in protein expression (393, 394) and cell surface and secreted proteins (395). 
Some well‐characterised PCa‐associated proteins were identified in this study in addition 
to other proteins whose  role  in PCa  is uncertain. With  further  validation  studies  these 
may  prove  to  be  useful  diagnostic  and  prognostic markers.  iTRAQ  has  been  used  in 
studies examining the tissue and cell  line proteomes. Garbis et al. conducted a study of 
BPH  and  PCa  tissue  by  extracting  proteins  from  snap  frozen  tissue  (396).  Their  study 
included 20 patients: 10 BPH and 10 PCa patients and utilised iTRAQ alongside LC‐MS/MS 
to identify 825 proteins. Of these, 30 were shown to be up‐regulated and 35 were down‐
regulated  in  PCa  compared  to  BPH.  Included within  these were  the  characterised  PCa 
markers AMACR, PAP and prostate‐ PSMA.  
A further study utilising iTRAQ compared protein expression between the non‐metastatic 
cell  line  LnCaP  and  a  highly metastatic  variant,  LnCaP‐LN3  (397).  Such  variants  of  the 




over‐  and  four  under‐expressed  in  the  metastatic  cell  line.  Gp96  and  GRP78  were 
identified  as  being  overexpressed  in  the  metastatic  cell  line  and  were  consequently 
validated  using  2DGE  and  WB.  Gp96  was  then  further  verified  using 
immunohistochemistry of benign and malignant prostate tissue. Interestingly, GRP78 has 
previously been  identified  as differentially expressed  in  isogenic prostate  cell  lines  and 
gp96 in IFNγ treated isogenic cell lines (399).  











a  95%  sensitivity  with  78‐83%  specificity  differentiating  between  those  with  PCa  and 




chips.  The  sensitivity  produced  from  CM10  chips  was  63%  and  specificity  77%.  The 
corresponding results from IMAC chips were 34% and 62%. However, 85% sensitivity and 
specificity was produced when IMAC and CM10 data were combined. A study by Lie et al. 
(404)  aimed  to  identify  serum  biomarkers  that  differentiate  between  PCa,  BPH.  The 
sensitivity and  specificity achieved were 67% and 65% PCa vs. BPH,  respectively. A PCa 
progression study by Lel et al. (405)  looked at differentiating between PCa patients with 
and  without  bone metastasis  achieving  89.5%  sensitivity  and  specificity.  Another  PCa 
progression  study  by  Kohli  et  al.  (406)  analysed  serum markers  of  progression  in  the 
advanced hormonal stage of PCa relapse. Serum from advanced‐stage patients receiving 
androgen deprivation therapy was analysed by SELDI‐TOF‐MS. One group had stable PSA 
levels during and after  treatment; another had  rising PSA  levels. Seven peaks detected 
was statistically significant (p<0.05) that differences between PSA groups. 
Pan  et  al.  (407)  were  able  to  identify  serum  protein  biomarkers  from  PCa  patients 
compared to healthy individuals. Here, 178 samples were collected from 83 PCa patients 
and 95  in the healthy control group. These samples were analysed by SELDI using IMAC‐
Cu  chips.  This  study  yielded  18  differentially  expressed  proteins  between  PCa  patients 
compared  to  the  controls  (4  proteins  at  the  higher  expression  protein  and  14  at  the 
lower). After the application of a decision tree algorithm, eight proteins were  identified 
that  correctly discriminated between  the  samples. These eight proteins  could  correctly 
screen PCa patients with 93% sensitivity and 96% specificity. Different PCa SELDI studies 
are shown in the Appendix C. 
A  further  PCa  study  has  shown  that  the  identification  of  biomarkers  by  proteomic 
profiling has  the potential  to  improve diagnosis  strategies. A peak with a mass 8.9kDa, 
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identified  as  an  apolipoprotein A‐11  (apo‐11)  isoform, was  found  in  patients with  PCa 
using  SELDI.  It  was  found  in  patients  whose  PSA  levels  ranged  from  0  to  4ng/ml. 
Consequently,  it has been suggested that apoA‐11 could detect PSA negative PCa  (408). 
However,  as with many putative biomarkers, apoA‐11 most  likely  represents  an  acute‐
phase protein which may be raised in a variety of clinical conditions and, thus, of limited 
use as a biomarker (409).  




proteins  are  in  high  abundance,  they  may  mask  other  markers  so  that  only  high‐
abundance molecules are seen.  In  theory acute phase proteins could be used as cancer 
markers  as  long  as  inflammation  from  other  causes was  excluded  by  the  addition  of 
another  marker  that  is  only  altered  in  benign  inflammation.  As  long  as  candidate 
biomarkers  are  validated  and do not  fall within  the  false‐positive bracket,  their  role  in 
cancer evolution and diagnosis remains viable (410, 411). 
These  results  appear  to  indicate biomarkers  that  could be used  to detect PCa with  an 
extraordinary accuracy, which would surely revolutionise the diagnosis of PCa. Yet in the 7 
seven  years  since  these  SELDI‐based  studies  first  started  being  published,  no markers 
have come close  to becoming a clinically applicable  test. The  reason  is probably due  to 
study design. Ransohoff (412) has described the phenomenon of over‐fitting, in which the 
differences  between  groups,  in  terms  of  peak  patterns  of MS  profiles,  are  owing  to 




high‐throughput  study  has  been  validated,  its  results  are  relatively meaningless.  Bias 
represents a  further potential pitfall  for any proteomic study. Bias can derive  from non 
biological  variability.  It  can  occur  from  any  minor  non‐standardised  step(s)  in  any 
proteomic  profiling  research,  from  initial  sample  collection  right  through  to  data 
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processing  and  analysis  (413‐415).  Studies  testing  the  effects  of  different  variables 
including storage tubes, clotting time, incubation temperature, storage temperature, and 
handling  have  proved  the  importance  of  uniform  procedures  to  exclude  systemic  pre‐
analytical  inconsistency  and  false  discovery  (416,  417).  Non‐standardised  protocols  in 
different  validation  studies have  yielded  conflicting  results,  including  clear  variations  in 
the discriminatory power and direction of many putative biomarkers (418).  
SELDI  is highly  sensitive  and  is  able  to detect  very  small  changes  in protein expression 
levels. These changes may be partially caused by biological differences or could be due to 
small differences in the collection of samples and processing that could have some effect 











known  that  glycosylated  epitopes  constitute  tumour  specific  antigens  and  cancer 
signalling pathways (429‐432). Expression of sialyl Lewis X on the surface of cancer cells is 
known to be associated with a poorer prognosis  (430); indeed serum levels of this glycan 
vary  between  PCa  and  normal  patient  cohorts  (433).  Other  studies  have  shown  that 
fucosylation but not sialylation of serum glycans is significantly raised in patients with PCa 
compared with  controls  (434).  However,  the mechanisms  involved  in minor  structural 
glycan changes have not been explored and remain a challenge in future studies. Recent 
studies  have  suggested  that  applying  five  lectin  immunosorbent  assays  to  detect  the 
various glycomic patterns  in PSA may  improve  its screening performance  (435). Clearly, 
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predicting  prognosis  and  selecting  patient‐tailored  therapy  (436).  Using  protein 
microarray  technology  coupled  with  LCM  of  tumour  and  stromal  tissue,  specific  PCa 




Research  on  PSMA  showed  that  it was  useful  for  identifying metastatic  disease  (437). 
However, PSMA  is not prostate specific, also being expressed  in  the small  intestine and 
female breast  tissue. These studies also dispute  the  fact  that  it distinguishes metastatic 
from non‐metastatic disease (438). Recently, studies of this marker in serum using a novel 








cases  but  never  in  benign  tissue  (256).  More  recently,  a  metabolomic  (the  field  of 

















































































































































potentially  important  in  diagnosis  and  prognosis  of  PCa  but  these  have  not  yet  been 
translated into clinically applicable immunoassays.  
 MS  proteomic methods  have  identified  well  characterised  and  novel  protein markers 












profile  is  identified,  this will be applied  to high  throughput  screening of blood  samples 
from  indolent  and  aggressive  patients  by  the  use  of  SELDI‐TOF‐MS  optimised  for 
biomarker discovery. The screening will validate the “signature” that predicts progression 
of PCa  from organ confined, to the  invasive or metastatic disease and could predict the 
likelihood  of  recurrence.  This would  help  the  clinician  to  individualise  treatment  at  an 
early  stage,  particularly  important  in  the  patients  with  aggressive  cancer,  where  no 
treatment  options  are  available  in  the  latter  stages  of  disease.  Increased  knowledge 





proteomic  technologies.  Therefore,  preanalytical  parameters  for  SELDI‐TOF‐MS  were 
optimised and utilised  for studying  the serum proteome  in patients with PCa of varying 
Gleason score and recurrence data. 
This  completed,  any  serum  proteins  identified  as  potential  biomarkers  were  further 


































PCa  patients  (n=99)  were  recruited  at  Queen  Alexandra  (QA)  Hospital,  Portsmouth 
between 2005 and 2008. Only samples from patients retaining their prostate at the time 
of  sampling  and  with  known  Gleason  score  were  used.  Voluntary  written  informed 
consent for the research project was given by all participants and ethical approval for the 
collection  of  surplus  serum was  obtained  (Approval  number,  03/10/095).  Disease was 
classified  according  to  the  histopathology‐based Gleason  score  (routine  histopathology 
records), with a Gleason score of <7 classed as indolent, and ≥7 classed as aggressive. This 
cut‐off was selected as men with a Gleason score of 7 or above have a greatly increased 
risk  of  dying  from  the  disease  according  to  20‐year  follow‐up  data  (124).  Ninety‐nine 
serum samples from 45 indolent and 55 aggressive cases were used in the study. Samples 
were taken  in a standardised manner using serum separator tubes (SST) for routine PSA 
testing. SST  tubes contain a polymer gel and a clot activator  (covering the  inner wall of 




was  aliquoted  into  1.7 mL microcentrifuge  tubes  (5  tubes  containing  50µL  from  each 
patient sample) to minimise freeze/thaw during the study, and stored at –20°C. Appendix 
A  indicates a clear description of the patient cohort samples used  in this study  including 
different clinical parameters  such as: Gleason  score,  tumour volume,  treatments of  the 
patients and their clinical stage.  
2.2 Reagents and solutions 














washed with  50  µl  neutralising  solution  followed  by  200  µl  HPLC water  prior  to  pre‐
wetting. 
Samples  of  pooled  serum  were  diluted  1:10  with  U9  diluent,  then mixed  with  90  µl       
wash/binding buffer to generate a further 1:10 dilution, and the preparation incubated on 
Micromix  5 DPC  (form  20,  amplitude  7)  for  60 minutes.  Samples were  then dispensed 
onto the arrays which were then washed three times with 200 µl wash/binding buffer. 
Arrays were washed with HPLC water  for 3 minutes on  the Micromix 5 DPC  (form 20, 
amplitude 7) and the water discarded, then the arrays were left to air dry for 60 minutes. 
Two applications of 50% SPA matrix were added to each spot at   two 5 minute  intervals 




denaturing  buffer  to  generate  a  1:10  dilution  before  being  incubated  on  ice  for  30 
minutes.  CM10  arrays  were  prepared  using  a  BioMeK  3000  (Beckman  Coulter)  liquid 
handling robot. Arrays were pre‐wetted with 5 µl of binding buffer for 5 minutes at room 
temperature,  before  two  additions  of  200  µl  of  binding  buffer  (50mM  Ammonium 
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acetate,  pH  4.5)  for  10 minutes  at  room  temperature  with  shaking  on  a Micomix  5 










The Human Genetics Division  proteomics  laboratory  at  the University  of  Southampton 
provided  the  Enterprise  4011  SELDI‐TOF‐MS  platform  for  PCa  serum  sample  analysis 
(Figure 2.1). Protein Chip Data Manager v3.0.7 Software (PCDM) was used for analysis. A 
mass  range  between  0‐10  kDa was  examined with  a  focus mass  of  5  kDa  and matrix 









peaks which were present  in at  least 20% of  the  relevant spectra. The average mass of 

















showing  possible  variation  caused  by  sample  processing.  Spectra with  a  normalisation 
factor of two‐fold higher than the average were evaluated to assess quality. Any spectra 
with  high  background  noise  (S/N  <5) were  deleted  or  replaced with  duplicate  spectra. 
Univariate analysis was then performed using Mann‐Whitney U tests to compare protein 
peak  intensity between  two groups. Ninety‐nine serum samples  from PCa patients with 
Gleason score and  recurrence data at  the  time of  this study were  included.  In  terms of 
Gleason  score,  indolent  (45  samples)  and  aggressive  (54  samples)  forms  of  PCa were 
compared  using  univariate  analysis.  The  same  samples  were  then  separated  into 
recurrence status groups (10 MR, 15 BR and 70 NR) and subjected to univariate analysis. 
For multivariate  analysis,  the mass  (m/z)  and  intensity  values  for  high  and  low mass 




using  a  tree  classification  algorithm. Multivariate  analysis was  performed  using  69  (39 













Within each  spectrum, peaks  represent  the protein components of a  sample, and  their 
intensities correspond to the amounts of the species in a sample (i.e. expression level). 
Performing a biomarker analysis  requires  the creation of clusters  from  the peaks  in  the 
spectra.  A  cluster  is  a  group  of  peaks  of  similar mass  that  are  treated  as  the  same 




The  automatic  clustering  detection  operates  in  two  passes.  The  first  pass  uses  S/N 
threshold  and  percentage  of  peak  presence  across  spectra  to  select  obvious  and well‐
defined peaks. The second pass uses higher sensitivity (with low S/N threshold) to search 









kDa) and high mass  ranges  (10+  kDa) of  the  spectra optimised.      Further peak  clusters 
were  added  after  applying  a  second  peak  selection with  (S/N  of  >2, within  0.3% mass 
window). 
The  result  of  this  process  is  a  set  of  peak  clusters with  associated  intensities  for  each 




in  the  cluster  parameters,  there  is  a  risk  that  the wrong  peak may  be  chosen  during 
completion of the cluster identification process. 
2.3.4.1.4 The mass of a single protein can be different in different samples 






When  using  SELDI  chips,  peaks  contain  one  protein  most  of  the  time  (because  the 
chromatographic  surface  of  the  chip  operates  a  simplification  of  the  protein mixture 
retained on the surface), but the possibility of having several peptides hidden under one 














apex  of  the  peak  when  the  peak  shape  is  broad  or  poorly  defined.  This  can  be 
compensated  for by  the  analysis  software. Peak detection may be  corrected using  the 
‘edit cluster’ command. 
When a broad peak has been correctly detected and annotated a measure of its intensity 
in  all  the  spectra  can be obtained.  If  the broad peak  actually  covers  two proteins,  the 
measured intensity is an integration of both signals, and is not an accurate representation 
of any of the single signal of each peak.  
However,  if the ‘broad peak’  intensity presents a significant difference of mean  intensity 
between groups of samples the course of the study will lead ultimately to a separation of 
peaks  previously  unresolved.  Resolution  of  proteins  of  similar  mass  depends  on  the 
resolution  of  the  platform  and  the  ionisation  of  the  samples  and  TOF  abilities  for  the 
proteins.  Either one broad peak or some times more than one peak can occur. 
2.3.5  Instrument performance evaluation 
QC  and  performance  checks  included  calibration  and  alignment  of  the  Biomek  2000, 
















two parameters:  sensitivity  and  specificity.  The  software  calculates  the  area under  the 
ROC  curve  (AUC)  which  is  a  combined  measure  of  sensitivity  and  specificity  and 
numerically  describes  the  performance  of  a  particular  analysis  (or  in  the  present  case, 
biomarker). The area under the curve (AUC) indicates the overall performance of a given 






This  method  was  first  established  by  Laemmli  (442).  The  sodium  dodecyl  sulphate 
component (i.e. 0.1% (v/v) SDS), ensures a uniform coating of negatively charged ions on 
denatured protein fragments and greatly promotes separation of proteins. 
Large  format  ‐25x20.5cm  (W  x  L),  1.0mm  thick‐  PAGE  gels  were  prepared  using  the 
proportions  in  Appendix  B  (Table  B.1).The  addition  of  freshly  prepared  ammonium 










sample  comb was  inserted.  These were  left  to  polymerise  for  30‐60 minutes  prior  to 
loading. Meanwhile, 50 µl of each sample was combined with 50 µl of sample buffer (see 
Table B.2‐Appendix B), before being heated to 95˚C for 1 minute to further denature the 
proteins.  The  gels were  then  attached  to  the  gel  tank  cooling  core  and  running buffer 
(Table B.3 ‐ Appendix B) was added to the top and bottom chambers before  loading the 
samples  into  the wells. Samples were  run between  two wells containing 20 µl of either 
SeeBluePlus 2 Protein Marker (Invitrogen) or Precision Plus Dual Colour Protein Standard 
(Bio‐Rad).  A  current  of  100 mA  was  then  applied  for  4‐8  hours  so  that  the  proteins 
migrated  towards  the  cathode  (negative  terminal). Running water was  run  through  the 
cooling  core,  to minimise uneven  temperature across  the gels. Once  the dye  front was 
within one inch of the bottom, the current was stopped. The gels were rinsed three times 
(five minutes each time) in distilled water. Following this, Bio safe Coomassie (Bio‐Rad) or 








1:200  v/v.  190  µl  for  each  of  the  three  standards  and  195  µl  for  each  sample  was 
aliquoted  into  the QubitTM assay  tubes. The  standards and  samples were  then added, 
vortexed for 2‐3 seconds, and  left at room temperature for 15 minutes. The tubes were 
then inserted into the QubitTM fluorimeter, calibrating with the three standards first and 








So: [Serum µg/mL] = (QF value x 200/5) x 100          (1.2) 
2.3.9 Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation (MALDI) preparation and   
analysis 
Once  candidate protein expressions  are  found, MALDI‐TOF‐MS  (or  LC‐ESI‐MS/MS –  see 
below) were  used  to  determine  the  identity  of  the  proteins  that  can  subsequently  be 
measured by  immunometric methods. For peptide profiling by MALDI TOF/ TOF MS, the 
Ultraflex  III  platform  (Bruker  Daltonics)  and  384  format  plates were  utilised.  Samples 
which were  freshly  desalted  and  eluted  from  ZipTip  beads were  diluted  1:1 with  TFA 
(0.1%  (v/v)). 0.5 µl sample and 0.5 µl α‐cyano‐4‐hydroxycinnamic acid  (HCCA) mixed on 
each  spot.  The  sample/matrix  solution  was  air  dried  in  the  dark. Mass  spectra  were 
acquired by an Ultraflex MALDI‐TOF/ TOF mass spectrometer (BrukerDaltonics) equipped 
with  a  smartbeam™  solid‐state  laser  in  reflectron  positive‐ion mode.  In MS‐mode  400 
single‐shot  spectra  were  acquired.  An  external  calibration  of  the  MS‐spectra  was 




the acquisition of  the MS/MS  spectra. Only  compounds with a  S/N  ratio higher  than 7 
were  selected  for  automatic  MS/MS  measurements.  MALDI  MS/MS  spectra  were 
recorded on these compounds. For each MS/MS spectrum, 300 laser shots were recorded 





















diameter  column  (C18  PepMap,  15‐cm  length,  3  nm  particle  size,  100‐Å  pore  size). 
Peptides were pre concentrated onto a 1 mm  long, 300 µm‐inner diameter C18 PepMap 










Data  Interpretation—Data  generated were  analysed with  the  Sequest  (Version 27)  and 
Mascot  (Version  1.8)  search  algorithms.  Sequence  alignment  was  effected  using  the 
human National Center for Biotechnology  Information (NCBI) database. Filter criteria for 





revised  manually.  Afterward  the  NCBI  gene  indices  were  transformed  to  the 
corresponding  Swiss‐Prot  accession  numbers  to  avoid  redundancies  and  to  improve 
clarity. 
2.3.11 Desalting of tryptic peptide mixtures using C18 Zip‐Tips 







were  then eluted  three  times using 3 µl of elution  solution each  time  into a  clean  vial 
using a  standard pipette  tip. Eluents were dried using a Speed‐Vac  centrifuge at 35  °C. 
Samples  were  stored  at  ‐20  °C  (<  24  hr)  or  ‐80  °C  for  longer  periods  as  required. 
Specimens were then prepared for MS/MS analysis using the following protocol: 
Desalted freeze‐dried peptide was solubilised with 1 µl matrix solution (10 μg/μl α‐cyano‐
4‐hydroxy‐cinnamic  acid  in  0.1%  trifluoroacetic  acid  (TFA):  ACN,  1:1,  v/v).  Half  of  one 
microlitre  of  sample  mixture  was  loaded  on  a  MALDI  target  plate  (384  spot  Bruker 





CM  spin  columns  were  lightly  tapped  to  settle  the  sorbent.  Subsequently  they  were 
centrifuged  at  ~80  x  g  (1,000  rpm)  for  30  seconds  to  remove  the  buffer.  CM10 
wash/binding buffer and HPLC water were used to prepare and wash the columns  in an 











µl of wash  solution added  for 2 hours at  room  temperature,  this  rinsing was  repeated 
twice.  400  µl  of  ACN was  added  to  dehydrate  the  gel  pieces  for  ~5 minutes  at  room 
temperature. The ACN was then removed from the sample and gel fragments were dried 
at ambient temperature in a vacuum centrifuge for 2 to 3 min.  
A  reduction  step  was  started  by  adding  60  µl  of  10 mM  DTT  for  one  hour  at  room 
temperature. The DTT solution was removed and discarded. Alkylation was then achieved 
by adding 60 µl of 100 mM iodoacetamide for 60 minutes at ambient temperature in the 








µl of  trypsin solution was added  to  the sample  for  rehydration, on  ice,  for 10 min with 
occasional vortex mixing. Excess trypsin solution was removed. 
10 µl of 50 mM ammonium bicarbonate were vortexed with the samples. Digestion was 
achieved  by  overnight  incubation  at  37  °C.  Where  coomassie  staining  was  used,  no 
reduction  or alkylation steps were used (443). 
Peptide extraction: 
60 µl of 50 mM ammonium bicarbonate was added  to  the digest and  the preparations 
incubated  for 10 min with occasional gentle vortex mixing. Supernatants were collected 
and  transferred  to 0.5‐mL plastic microcentrifuge  tubes. 60  μl of extraction buffer was 
then added to the tubes and  incubation of the gel pieces continued for 10 minutes, still 
with  occasional  gentle  vortexing.  Supernatants were  collected.  This  step was  repeated 
once  
The volume of the extract solution  in the microcentrifuge tube was reduced to <20μl by 






hour at  room  temperature. 20µl of alkylating  reagent was  then added and mixed  in by 












To analyse certain proteins more  thoroughly,  it was necessary  to perform 2DGE, which 
separates  proteins  by  both  their  isoelectric  point  and mass.  The  protocol  is  described 
below:‐ 
First dimension:   Isoelectric focussing (IEF) 
An  important  feature of  IPG gels  for the  first separation  is their ability to accommodate 
high sample loads. The first step of 2DGE was done on Immobiline dry strip gels of varying 
pH range  (Bio‐Rad). The most  frequently used  type  in  this study was 11cm  (Ready Strip 
IPG  strips;  linear gradient pH 3‐10). The gels were  thawed,  labelled and  left on a glass 
plate, while other reagents were brought to room temperature. These  included mineral 
oil,  rehydration  buffer  (8M  urea,  18mM DTT,  2%  CHAPS,  bromophenol  blue,  0.5%  IPG 




(Bio‐Rad).  The  corresponding  labelled  strip  was  then  removed  from  its  sheath  and 
carefully placed, gel side downwards, in the focusing tray. 
Approximately  500μl  of mineral  oil was  added  on  top  of  the  strip  to  exclude  air.  On 
rehydration, the strips were ready for IEF. The equipment used was the Bio‐Rad PROTEAN 








Figure 2.2: The BioRad Protean  IEF cell. The BioRad Protean  IEF cell  is designed  to carry out  the  first 
dimension  of  2‐dimensional  gel  electrophoresis.  In  other  words,  it  is  utilised  to  perform  isoelectric 
focusing of protein‐containing samples using  immobilised pH‐gradient gel strips (ReadyStrip  IPG strips). 
The unit consists of a configurable power supply with a Peltier‐cooled  focusing platform. Two pairs of 







2.3).  The  Schagger  system  (444)  used  for  hand  casting  the  tris‐tricine  gel  (4‐16.5%  
gradient) gels  in  this study  is shown  in  (Appendix B 1.1.8  ‐Table B.4). Glass plates were 
placed  into  the casting chamber  separated by plastic  films,  to  facilitate  separation. The 
top of the chamber was added and attached to the gradient former. The gradient former 
was placed on a stirring platform 5cm higher  than  the casting chamber;  the connecting 
tube  remaining clamped. The 4% and 16%  solutions were prepared  (excluding APS and 
TEMED)  and  added  to  separate  chambers. APS was  added while  stirring  (Appendix B  ‐







wicks were used  to apply protein markers and added  to each end of gel and  clamped. 
Each strip was then added to a gel using forceps, noting the orientation and pushing the 
strip  to  the  bottom  of  the  agarose  so  that  it  sat  on  the  top  of  the  gradient  gel.  The 
agarose  (Appendix B  ‐Table B.6) was  then  left  to set and  the Bio‐Rad Protean  II system 
was prepared as  for 1D SDS PAGE. The equilibrated strips and wicks were embedded  in 
0.5% (wt/vol) agarose on the top of 13% acrylamide gels. The gels were then applied to 
the  electrophoresis  apparatus  and  run  using  1  x  a  node  buffer  as  the  lower  electrode 
buffer and 1 x cathode buffer as the upper electrode buffer (Appendix B 1.1.8). In terms 
of  the precast gel Criterion x 16.5%  (Bio‐Rad), MES buffer was used  instead of cathode 
and anode buffers. 
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Figure 2.3: The Mini-PROTEAN 3 system
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necessary  to  minimise  contamination,  which  may  introduce  non‐specific  protein 
contaminants  to  samples  analysed. Moreover,  in  such  cases  strict  procedures  to  avoid 
keratin contaminants (skin, hair) were  implemented. In these cases the mini gel protean 




















Apolipoprotein  CI:  Anti‐  Apolipoprotein  CI  (ApoC‐I)  (Abcam,  UK;  Cat  #ab20051)  is  an 
affinity  purified  goat  polyclonal  antibody  identifying  a  9.3  kDa  human  serum which  is 
specific only for human ApoC‐I. No cross reactions occur with Apo AI, Apo AII, Apo, Apo 
CII, Apo CIII, B‐100 and Apo E. This antibody was used for WB at dilution of 1:1000.  
Apolipoprotein D: Anti‐Apolipoprotein D  (ApoD)  (Abcam, UK; Cat #ab49447)  is a mouse 
monoclonal antibody reacting with the 22 kDa apolipoprotein D from human serum. It has 
been utilised for WB at 1:1000 dilution. 
















(BCA)  kit  (Sigma‐Aldrich  Ltd.,  UK).  Proteins  needed  to  be  pre‐diluted  1:10  prior  to 
measurement, of which 1 μl, 5 μl, and 10 μl volumes were used and further made up to 
100µl with  ddH2O.  In  addition,  a  series  of  bovine  serum  albumin  standards  (1 mg/mL; 
Sigma‐Aldrich Ltd.) diluted at 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, and 0.8 mg/ml, using 10, 20, 40, 60 and 80 
µl of BSA respectively diluted in 90, 80, 60, 40 and 20 µl of ddH2O and blank were set up 
in  duplicates.  All  samples were  individually mixed with  2 ml  of working  BCA  reagent 




Using  the  BSA  standard  data  sets  obtained,  a  best‐fitting  linear  graph  [protein 
concentrations  (μg/μl)  versus  absorbances  (nm);  x  against  y  (axis)]  could  be  plotted 
(Appendix  F). With  reference  to  this  the  absorbance  values  from  each  protein  sample 







Mini‐PROTEAN  3  system  components  (Bio‐Rad)  were  set  up  according  to  the 
manufacturer’s instructions.  
For WB work, 16.5 %  tris‐tricine and 10%  tris‐glycine precast PAGE gels  (Bio‐Rad) were 




Preparation of Protein  Samples  for  Electrophoresis: Protein  samples were mixed with 
Laemmli  sample  buffer  (Appendix  B  ‐  Table  B.2)  at  an  optimal  protein/buffer  ratio. 
Occasionally  the  protein/buffer  ratio was  adapted  to  further maximise  the  amount  of 
proteins being  loaded  in a well. Subsequently,  these mixtures were  supplemented with 
2.5%  (v/v)  ‐mercaptoethanol  and  boiled  for  5 min.  Denatured  protein  samples were 
briefly chilled before loading onto gels. 
Electrophoretic  Separation  of  Proteins:  Mini‐PROTEAN  3  Gel  Cassette  and 
Electrophoresis  Module  (Bio‐Rad)  were  assembled  according  to  the  manufacturer’s 
instructions (Figure 2.3).  
Based  on  the  optimal  protein weight  and  the  gel  selected  for  candidate  proteins,  the 
specific weight of each denatured protein  sample was  loaded and  then  resolved under 
the  following conditions: 150‐200 V; 100 mA on SDS‐polyacrylamide gels  for ~50 min  in 
electrophoresis  buffer  (Appendix  B  ‐  Table  B.3)  except  for  samples  prepared  for ApoD 
expression requiring a long run to separate the protein of interest [conditions: 150‐200 V; 
100 mA for 3 hrs]. 5 l of prestained molecular weight markers (Precision Plus Protein all 
blue  standards;  Bio‐Rad)  and  Ferementas  standards  (Ferememtas,  UK)  were  resolved 
alongside  the  protein  samples  serving  as  a  reference  for  approximate  protein  size 
determination. 
Resolved  protein  gels were  either  immunoblotted  (refer  to  Section  2.4.2.6)  or  stained 




SDS‐polyacrylamide  (PAGE) protein  gels were placed onto PVDF  (Hybond P; Amersham 
Pharmacia Biotech) membrane, cut to the same size as the gel, to immobilise proteins for 
immunodetection. The PVDF membrane was pre‐treated  in absolute methanol  for 5 sec 










powder  in  PBST  #1]  for  2  hr.  The  blots were  probed with  relevant  primary  antibody 
diluted  at  the optimal  concentration  (refer  Section  2.4.1  for more details)  in  the  same 
blocking buffer overnight at 4C, washed with PBST #1 [1X PBS and 0.05% (v/v) Tween 20] 
for  10 min  (3X),  and  then  incubated  with  appropriate  horseradish  peroxidase  (HRP)‐
conjugated  secondary  IgG antibody  (Amersham Pharmacia Biotech, Bucks, UK) using an 




Ltd.,  Northumberland,  UK)  and  the  light  emitted  was  exposed  to  an  automated 
chemiluminescene  image  analyzer  (Syngene’s,  G:BOX  Chemi  XT  16).  The  images were 

















In  order  to  utilise  SELDI‐TOF  protein  profiles  reliably  for  biomarker  discovery,  it  was 
important to optimise and standardise all steps of the protocol starting with preanalytical 
and  experimental  conditions  through  to  final  analysis  of  biomarker  significance  (445). 
Standardisation  and experimental design  are especially  important  in  studies  associated 
with biomarker discovery to avoid bias and achieve reliable results (421). Therefore,  it  is 
essential  to  refine  the  experimental  settings  for  each  study  in  order  to  guarantee 
biologically  sound  differences  in  SELDI  analysis.  Optimised  and  reproducible  analysis 
conditions  are  also  vital  for  further  identification  and  validation  following  the  initial 





were performed  to  identify optimal analysis  conditions  for  serum  samples using SELDI‐
TOF‐MS. Standardised sample treatment was adhered to in all experiments. Sample type, 
laser energy and different binding affinity profiles resulting from different arrays (CM10, 
IMAC  Cu+2,  Q10  and  H50)  were  all  tested  to  reach  the  optimal  environment  for 
differential profiling analysis.  
3.1.2 PCa serum profiling assessment and optimisation 
Several  studies  have  investigated  optimal  settings  for  SELDI  profiling  using  different 
cohorts  (417). Nonetheless,  cohort and  centre  specific  conditions necessitate  individual 
optimisation per study. This is evident by the diverse and sometimes conflicting evidence 
from  different  studies  (449).  The  number  of  detected  protein  peaks  is  an  important 
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which  can  be  reliably  obtained.  In  addition,  a  high  level  of  reproducibility  between 
experiments means  the real biological differences can be distinguished  from  trial errors 
(450).  
Here, studies were conducted to evaluate the suitability of PCa serum analysis using SELDI 




the  sample  application method.  This  involves washing  and  binding  buffers  and matrix 
dilution, prior to running the samples. 
3.1.2.1 Weak cation exchange profiling/binding buffer evaluation 
Fine tuning the buffer used  in array/sample preparation  is a crucial factor  in SELDI assay 







The  chip was  trialled  on  8  spots  using  a  pooled  serum  sample with  different  binding 
buffers, and prepared by applying 50% SPA . To investigate the effect of laser settings on 
improving  the  profiles  different  laser  energy/shot  settings were  tested  and  favourable 






































3.1.2.2  Immobilised  metal  affinity  capture  profiling/binding  buffer 
evaluation 
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The  binding  buffers were  used  in  combination with  50%  SPA  for  sample  preparation. 
Using  very  high  energy  led  to  saturation  and  noisy  background  across  the  spectra. 
Optimal  laser  setting  revealed better profiles generated by  IMAC arrays;  these  settings 




































In  an  effort  to  explore  the  quality  of  serum  profiling  using  different  chromatographic 
arrays, experiments were conducted applying SAX ‐ Q10 chips. Q10 arays require a higher 
pH binding buffer; this was also prepared in the same way to the following formula: 












































































































































































Further  systems assessed used  reverse phase hydrophobic affinity  (H50) arrays. Pooled 
serum sample was treated with H50 buffer (Bio‐Rad) (10% ACN, 0.1% TFA, pH 7). Reverse 
hydrophobic affinity array was tested on pooled PCa serum samples using different laser 
energy  settings  covering  a  range  between  1500‐2000ng.  This  work  indicated  laser 
energies  around  1600  nj  gave  better  peak  yields with  less  saturation  effect  (data  not 
shown).  There  were  very  few  peaks  detected  and  the  spectra  appeared  to  be  noisy 













The  spectra  produced  (Figures  3.1‐3.4)  from  this  initial  optimisation  demonstrates  the 
optimal  binding  buffers  for  each  chip  according  to  S/N  ratio  and  number  of  resolved 
peaks. Comparing the number of peaks for optimal binding buffer IMAC, Q10, and H50 to 
CM10  profiles  the  CM10  spectra  demonstrated  excellent  S/N  for most  peaks  and  the 
highest number of  resolved peaks  compared  to  the other  surfaces  (Table 3.1 &  Figure 
3.5).  Based  on  these  findings,  CM10  pH  4.5  was  selected  for  the  main  study. 
Characterising  other  potential  profiling  buffers  and  conditions  would  enable  future 
analysis for complementary profiling projects. 
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Table  3.1: Optimisation  conditions  for  the  PCa  study:  Conditions  showing  distinct  reproducible  profiles 
suitable for future analysis are in bold.  
Array     Function        No. Peaks  CV range  Optimal Buffer 
WXC (CM10)    Serum/U9    110  17‐22%       CM pH 4.5 
IMAC     Serum/U9    86  24‐27%       IMAC Cu+2 
                                 100mM sodium phosphate, 500mM 
                                               Sodium chloride, pH 7 
 Q10      Serum/U9    50  23‐30%      Tris HCL pH 8.5‐10 
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Work was  initiated  to establish  the best setting and protocol  for  the PCa samples using 
the WCX  conditions.  Different  sample  conditions,  fine  tuning  and  laser  settings  were 
tested for the adopted array to demonstrate best profiling conditions for low and higher 
mass  protein  peaks  and  to  achieve  a  reproducible  platform  and  a  reliable  analysis. 
Evaluation  of  SPA  and  sample  concentration was  tested  prior  to  optimisation  of  laser 
settings. 
3.1.2.5.1.1 Evaluation of SPA and sample concentration 



































































































The quality of a SELDI profiling experiment  is  influenced mainly by  sample dilution and 
buffer composition. Saturated or undetectable peaks may be a problem  if  too much or 
too  little sample  is  loaded onto an array. The buffer composition  is thus a matrix of SPA 
and the sample dilution for the CM10 array was optimised, before adjusting the high and 
low mass range instrument settings. 
The  protein  chip  SELDI  instrument  uses  protocols  to  describe  data  from  the  peaks  of 
samples analysed on a protein chip array. The protein chip instrument reflects the protein 
properties using  the  following parameters; mass  range,  focus mass, matrix  attenuation 
(Da), and laser energy. These factors can be optimised to provide high spectral definition 
and are thus recommended as a starting point for any analysis. 



















































































Spectra  produced  from  this  setting were  determined,  and  from  this  the  optimal  laser 














































































Different  focus masses were  selected  from  the pooled  sample  and were prepared  and 




shown), but HEPES  seems  to  improve  the number of peaks  for  low mass  range  at  the 
wash stage (Figure 3.10). 5000 Da was subsequently selected as focus mass for low mass 
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adopted  protocol  was  compared  with  the  manufacturer’s  settings  (Personal 
communication with Bio‐Rad) for low and high mass range (see Tables 3.2,3.3). Spectra at 
the  low  mass  range  at  the  adopted  protocol  seemed  significantly  better  than  those 
suggested by manufacturer, particularly  in giving no noise,  larger peak numbers, better 
S/N and resolution for this region (Figure 3.12). For high mass range settings, no obvious 
and  major  difference  was  noticed  between  protocols  (Figure  3.13).  Therefore,  the 
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were  compared using univariate  analysis.  The  same  samples were  then  separated  into 
recurrence status groups (10 MR, 15 BR and 70 NR) and subjected to univariate analysis. 
This  information  driving  the  separation  was  based  on  determinations  made  by  an 
oncology  nurse  specialist.  Stratification  by  recurrence  status  is  necessary  to  allow 
biomarker  detection.    Three  categories  were  defined:  ‐  NR  =  no  recurrence,  BR  = 
biochemical  recurrence  only  and  MR  which  involves  metastasis,  with  or  without 
concurrent  biochemical  changes.  Multivariate  analysis  of  Gleason  group  set  was 
performed using 69  (39 aggressive, 30  indolent)  randomly assigned serum samples as a 




identify  biomarkers  of  recurrence  to  differentiate  between  non  recurrence  and 
recurrence  data  (BR  and  MR).  In  practice,  these  two  groups  were  combined  where 
numbers  in the  individual categories were not adequate  for meaningful analysis.   BR so 
defined  is rising PSA not accompanied by known metastases, but the presence of occult 
ones cannot be excluded.   MR  is based on non‐biochemical evidence and  is compatible 
with simultaneous PSA rises. 
 Identification  of  progression‐associated  biomarkers  would  help  clinicians  individualise 
treatment  at  an  early  stage,  which  is  particularly  important  in  patients  with  a more 
aggressive  form  of  the  disease  as  there  are  no  treatment  options  in  the  latter  stages. 













Serum  candidate  biomarkers  categorised  by  Gleason  score.  Using  the  SELDI‐TOF‐MS 
software to study all spectra, 43 and 50 clusters of peaks were generated in the low mass 







Examples  of  the  differentially  expressed  protein  peaks  are  shown  in  Figure  3.15. 
Interestingly, all of the underexpressed biomarkers occurred within the high mass range 
and  all  of  the  over‐expressed  biomarkers  occurred within  the  low mass  range,  as  the 
lower molecular weight proteins have tremendous biological significance that may reflect 
a  fundamental  feature  of  the  aggressive  PCa  (451).  Twenty‐two  biomarkers were  the 
most  plausible  ion  peaks  (p≤0.01)  with  99%  confidence  between  the  two  groups. 









analysis hence  this  is  likely  to be  the  same protein. The optimal  tree was  then used  to 
assign patients from the test set into groups. A  ROC curve was used to evaluate the tree 
produced  from  the  training  set.  The AUC  for  the  ROC was  calculated  as  0.897  (Figure 



















disease Indolent  Aggressive  Indolent Aggressive Indolent  Aggressive
4641.2 ‐ 4815.4  4641.6 ‐ 4726.1  4644.07 0.00056 1.53 2.20 1.057  1.161  ↑
9290.7 ‐ 9311.7  9292.4 ‐ 9309.6  9298.54 0.00098 7.79 10.27 3.891  4.423  ↑
2570.5 ‐ 2763.7  2674.1 ‐ 2806.4  2746.60 0.00295 1.66 2.99 1.275  2.921  ↑
7766.6 ‐ 7778.4  7767.3 ‐ 7777.9  7770.51 0.00563 22.50 28.12 9.962  11.415 ↑
3878.8 ‐ 3884.5  3878.9 ‐ 3884.3  3880.35 0.00613 2.77 3.47 1.538  1.541  ↑
4616.4 ‐ 4619.9  4613.2 ‐ 4619.5  4615.73 0.00913 1.30 2.25 1.419  2.221  ↑
3886.4 ‐ 3889.9  3885.6 ‐ 3892.1  3888.01 0.02197 2.44 2.99 1.212  1.255  ↑
4394.1 ‐ 4397.1  4394.6 ‐ 4399.2  4396.25 0.03441 1.40 2.08 1.261  1.998  ↑
44345.6 ‐ 44614.1  44152.8 ‐ 44822.2  44512.27 0.00019 2.82 2.27 0.877  0.579  ↓
100005.7 ‐ 100967.4  100291.9 ‐ 101469.8  100608.45 0.00040 1.41 0.77 0.888  0.533  ↓
28884.3 ‐ 28985.4  28808.5 ‐ 28986.2  28936.34 0.00052 4.10 2.45 2.982  1.124  ↓
22177.9 ‐ 22810.3  22176.7 ‐ 22648.1  22226.88 0.00068 2.95 2.30 0.992  0.557  ↓
14003.9 ‐ 14067.7  13912.3 ‐ 14064.0  14049.68 0.00073 16.82 10.97 10.095  4.618  ↓
28075.1 ‐ 28138.8  29775.5 ‐ 28134.1  28101.22 0.00077 16.44 9.74 12.006  4.676  ↓
89353.4 ‐ 90242.5  89441.9 ‐ 90264.2  89702.31 0.00087 1.28 0.68 0.877  0.412  ↓
133670.6 ‐ 134164.3  134175.5 ‐ 134281.9  133986.69 0.00094 12.96 8.30 6.788  4.24  ↓
110731.1 ‐ 111951.9  110158.4 ‐ 113208.3  111440.66 0.00139 0.36 0.27 0.149  0.11  ↓
165412.7 ‐ 169857.5  166617.3 ‐ 170579.8  168304.09 0.00306 0.09 0.05 0.084  0.0437 ↓
94876.7 ‐ 95528.3  94908.9 ‐ 95540.3  95129.31 0.00486 0.70 0.42 0.567  0.302  ↓
176048.6 ‐ 180119.3  175651.7 ‐ 182195.1  178854.19 0.00552 0.06 0.04 0.031  0.0196 ↓
140809.6 ‐ 147415.9  140697.8 ‐ 146052.9  141468.14 0.00552 1.90 1.54 0.664  0.462  ↓
156778.6 ‐ 158500.8  154688.4 ‐ 158852.9  157657.89 0.00576 0.14 0.08 0.119  0.104  ↓
116579.9 ‐ 119095.8  117154.7 ‐ 119117.4  118075.77 0.00756 0.10 0.07 0.066  0.025  ↓
33280.4 ‐ 33355.3  33258.8 ‐ 33365.2  33315.15 0.00788 15.05 11.50 6.31  3.987  ↓
78744.4 ‐ 82340.6  78431.9 ‐ 82717.7  79198.54 0.01155 3.71 2.91 1.807  1.295  ↓
















































































































































Figure  3.14:  SELDI  proteins mean  intensity  and  its  SD  discriminating  both  groups  indolent  and 
aggressive  of  PCa.  X‐axis  represents  the  candidate  proteins  indicated  by  mean  m/z,  Y‐axis 
corresponds  to  their  intensity. SD  indicated by  the error bars  for each protein drawn  in  the graph. 


















































































































Actual Cases  Total cases  Percentage correct  Predicted
Aggressive N=17 Indolent N=13
Aggressive  15 73.33 11 4 













similar  level of expression  in metastatic disease compared to NR disease  (Figure 3.18b). 
One  protein  peak  (12869 Da)  had  a  similar  level  of  expression  in NR  and  BR, with  an 
increase  associated only with metastatic disease  (Figure 3.18d). Another protein  (2747 
Da) had a similar expression  level  in BR and metastatic disease with a  lower expression 
level evident in NR disease (Figure 3.18d). Interestingly, the latter protein also showed an 




Da,  3888  Da,  3152  Da  and  4466Da)  showed  an  increased  expression  in  the  BR  group 
compared  to  the  NR  group,  with  only  one  (16254  Da)  showing  reduced  expression. 
Furthermore,  protein  peak  3888  Da  was  also  identified  as  being  up‐regulated  in 





by  multivariate  analysis.  Due  to  the  limited  numbers  of  samples  from  patients  with 
recurrence, BR  and MR  groups were  combined  for multivariate  analysis. A  tree with  1 
node (3314 Da) was produced from the training group (Figure 3.19a) with a relative ‘cost’ 
of 0.45.  The  calculated AUC  for  the ROC was 0.771  (Figure 3.19b)  and when  validated 
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using  the  test  set,  yielded  a  sensitivity  and  specificity of 70.0%  and 62.5%  respectively 
(Table  3.6).  However,  this marker  (3314  Da)  was  not  identified  as  being  significantly 












































































Actual cases  Total cases  Percentage correct  Predicted
Aggressive N=17 Indolent N=13
NR  20 70.00 14 6 











































6  &  7)  at  37  &  34%  respectively  were  represented  in  too  few  patients  for  many 
comparisons to be attempted or subjected to statistical analysis.   49% of patients had a 
radical prostatectomy. Stage and Grade were not closely related. 
Tumour volume  is currently considered an  important parameter.    It was not particularly 
consistently reported  in the 2005‐2008 records which covered the period when most of 
the resection and biopsy material associated with this cohort was analysed.   Percentage 
tumour  (in an unspecified mass of  tissue) was  the most  common  record.   However an 
interesting  association  appeared  to  exist  between  PSA  and  tumour  volume,  where 
calculable.    It appeared to  indicate two populations  in which tumour growth was either 
well reflected by PSA or not.  PSA doubling times were shorter in patients with metastatic 
cancer. 
Eight deaths were  recorded  in  the 99 patient  cohort.   Although  five of  these were not 
directly  from  PCa,  the  haematogenous  cancers  responsible  for  two  deaths might  have 
been  iatrogenic, relating to radiotherapy.   Furthermore, the pulmonary embolism might 




Hormonal  manipulation  or  radiotherapy  at  or  near  the  time  of  venesection  might 
constitute a confounding factor  in these studies,  if  it materially affects the profile of the 
serum proteome.   Sixty‐one patients were never sampled close to or during exposure to 
drugs or  irradiation.   28 were sampled during such  treatment regimens,  in 9 cases with 
more  than one agent.   Even within  the multiple samples  taken  from each patient,  their 





In  common  with  other  body  fluids,  serum  contains  an  extremely  dynamic  range  and 
variable concentrations of proteins. Some are present at very high concentrations which 
could  mask  low  abundant  protein  peak  especially  in  the  low  molecular  range. 
Fractionation  of  serum  is  often  recommended  to  increase  the  representation  of  low 
abundance  proteins. With  serum  protein  fractionation,  smaller  sets  of molecules  (sub‐
proteomes) may be produced. These can provide increased resolution and sensitivity and 
still resolve small molecular proteins (452), although Linke et al. (453) have demonstrated 
the  total number of protein peaks  in native  serum  to be  lower  than  that observed  for 
fractionated samples. Pre‐fractionation of serum  requires a greater sample volume, but 
has  the advantage of eliminating highly abundant proteins  (453). The volume of  serum 
available  in  this  study  was  50  l,  too  small  for  prefractionation.  Consequently,  the 
abundant proteins present, particularly  albumin, may have masked proteins present  in 





to  determine  the  chip  containing most well‐resolved  peaks.  The  pooled  serum  sample 
was  also  used  to  evaluate  assay  variability  and  reveal  the  optimal  environment  for 
differential profiling analysis. Using different array  surfaces, wash buffers of varying pH 




noise  (S/N  ratio of 5  and  greater)  and  a degree of  reproducibility  (17‐22 %) made  this 
surface the most informative for profiling among all the arrays performed. The conditions 
optimised for other surfaces and buffers  in this  investigation could  in turn be applied  in 
future  serum  proteomic  studies  for  biomarker  study.  The  adopted  array  was  studied 
further  to provide optimal protein profiling  conditions  for  low and higher mass protein 
peaks  in  the pooled  sample.  It was evident  that 50% SPA matrix, undiluted  serum/1:10 
dilution,  HEPES wash  under  suboptimisation  condition  of  CM10 was most  effective  in 
providing  informative spectra suitable  for analysis  (section 3.1). This was clear by  larger 
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proteomic  peaks  and  higher  S/N  and  resolution.  Interestingly,  using  HEPES  wash  to 
remove excess of salt showed improvement in the number of peaks in the low mass range 
compared to limited numbers of peaks detected using water at the wash stage. Following 
the assessment of preparation  conditions, optimal SELDI  settings  including mass  range, 
focus mass, matrix attenuation and  laser energy were tested and addressed by adopting 
stringent testing protocols to  interpret the data  for protein peaks of  low and high mass 
range  from  the  chip.  It  was  clear  that  the  adopted  protocol  was  more  informative 
compared to the manufacturer’s settings. In this respect therefore, this work has opened 







in  aggressive  compared  to  indolent disease.  From multivariate  statistical data,  a  three‐
node  tree was  produced with  an  acceptable  relative  cost  of  0.43.  The  sensitivity  and 
specificity of the model was 73.3% and 60% respectively when applied to the smaller test 






should rise  irrespective of whether the metastatic  locations are  identifiable or not.   That 
they should vary independently in the two groups (as in Figures 3.18, 3.20) suggests some 
element of organ specificity; either the tumour  induces tissue  in  its environment to vary 
its  production  of  the marker  or  the  environment  stimulates  the  tumour  cells’  protein 
expression differentially according to location. The two common metastatic sites are bone 
and lymph nodes (either locoregional or remote).  As these are two very different tissues 








serum  samples  to  differentiate  between  PCa  and  a  healthy  control  group.  They  found 
eight  biomarkers  from  a  tree  classification  algorithm  with  a  sensitivity  of  93%  and 
specificity  of  96%  when  applied  to  a  test  set.  Six  of  these  were  consistent  with  the 
univariate analysis; the other two biomarkers were produced only in multivariate analysis. 
The deletion of the latter proteins resulted in lower sensitivity and specificity of the tree 
algorithm  of  80%  and  81%,  respectively.  This  demonstrated  the  importance  of  the 
combined use of biomarkers for classification of disease cohorts.   The limited number of 
samples  from  patients  with  recurrence  may  have  diminished  the  ability  of  the  tree 
classification algorithm to detect multiple markers for the tree and thus resulted  in only 
one node which was not consistent with  the univariate analysis.  In  terms of  recurrence 
data, the samples were divided into NR, BR and MR initially, but most of the analysis was 
NR  vs  BR  plus MR.  Contrary  to  expectations,  limited  numbers  of  samples  arose  from 
patients with recurrence, so BR and MR groups were combined for multivariate analysis.  
It was recommended  (personal communication  from Bio‐Rad)  for SELDI based discovery 
of biomarkers using tree algorithms to use a minimum sample size of 25 for the test set to 
accommodate the high biological variability of the human population.     The CV  in SELDI 
assesses the differences over all measured peak intensities. To assess variation, the CV of 
pooled QC samples was used. A QC sample was included on one spot of each chip from all 
arrays  prepared.  Spectra  of  a  pooled  sample  were  used  to  monitor  instrument 
performance  during  routine  use,  and  calculate  median  CV  for  peak  intensities  as  a 
quantitative measure of reproducibility. 
The CV for spectral reproducibility ranged from 27–38%. CVs of this and other studies are 
not  directly  comparable  due  to  differences  in  sample  type,  protein  chips  and  peak 
selection. However,  the CVs  in  this  study  are  slightly  lower  than  those of others  (401, 
454). Many studies (294, 401‐404, 407) have been performed to identify biomarkers that 
differentiate  between  PCa,  BPH  and  healthy  controls,  but  few  have  studied  PCa 
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differentiating between PCa patients with  and without bone metastasis  (405),  and  the 
third  analysed markers  of  progression  in  the  advanced  hormonal  stage  of  PCa  relapse 
(406). The fourth study identified one protein that mediated the progression of PCa to an 
androgen‐independent  state. These  studies are not  comparable with our own  research 





(405)  studied progression  in PCa patients with bone metastasis  (positive bone  scan) vs. 
PCa without bone metastasis (classified by PSA test, Gleason score of 7, T3 stage disease 
and  confirmed  no  bone  metastasis).  This  study  was  conducted  with  two  chips 
(hydrophobic surface and IMAC) and resulted in 89.5% for both sensitivity and specificity.  
Kohli et al. (406) studied the serum of advanced PCa patients receiving standard androgen 
deprivation  therapy  (group1)  and  serum  from  advanced‐stage  patients  receiving  non‐
standard  androgen  deprivation  therapy  (group  2).  Group  1  showed  stable  PSA  levels 
during and after treatment; Group 2 had rising PSA levels. Seven biomarkers were found 
(p<0.05)  that was  able  to  differentiate  between  PSA  groups.  The  study  of  Yamamoto‐
Ishikawa  K  et  al.  (456)  included  16  serum  samples  collected  from  PCa  patients  with 
metastatic  hormone‐refractory  cancer  who  were  initially  treated  with  androgen 
deprivation  therapy.  Serum  samples were  taken  from each patient  at  five  time points: 
stage A, pre‐treatment; stage B, at the nadir of PSA level; stage C, PSA failure; stage D, the 
early hormone‐refractory phase;  and  stage  E,  the  late hormone‐refractory phase.  They 
identified one protein (ApoC‐I) that was  increased  in the sera of metastatic PCa patients 
whose disease progressed  from  an  androgen‐dependence  to  an  androgen‐independent 
phase. Our own study was categorised by Gleason score (<7 or ≥7) and recurrence status 








Software  classification,  calibration  processes  and  chemistry  surfaces  are  important 
components  in the comparison between different studies by SELDI‐TOF‐MS. Adam et al. 
(401)  and  Qu  et  al.  (402)  conducted  studies  using  identical  chip  types  and  similar 
calibration  and  patients,  but  they  used  different  software  classification  and  found 
different decision trees.  It  is considered essential to use the same calibrants  in order to 
compare  data  from  different  studies.  The  use  of  different  calibrants may  result  in  the 
detection of different mass values. A study by Banez et al. (403) used insulin and ubiquitin 
calibration  standards and Pan et al.  (407) used all‐in–one protein  standards. They used 
the same chip chemistry, software, and SELDI‐TOF‐MS model, yet, different mass values 
were produced.  
The  training  and  test  sets  require high numbers of  samples  to  achieve  reliable  results. 
Adam et al.  (401) used a  training set composed of 167 PCa, 77 BPH, 82 healthy control 
cases  and  a  test  set with  30 PCA, 15 BPH  and  15 healthy  controls.  The  sensitivity  and 
specificity were 83% and 97%  respectively  for PCA  vs. healthy  controls. Qu et al.  (402) 
used a  similar number of  samples  for  their  training and  test  sets  (401). They  identified 
diagnostic PCa models  that were  able  to predict PCa with  a  sensitivity of  a 97% and  a 
specificity of 97%.  In our study,  the sample size  for  training and  test set was  limited by 




healthy  controls  as  test  set.  The  sensitivity  produced  from  CM10  chip  was  63%  and 
specificity was 77%. The sensitivity produced from IMAC chip was 34% and the specificity 
was 62%. However, 85% sensitivity and specificity was produced when  IMAC and CM10 
data were  combined.  The  sensitivity  and  specificity  for  the model  produced  from  the 
CM10  chip was  similar  to  that produced by our  study. This  could be due  to both  their 
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study  and  ours  having  similar  training  sample  sizes  analysed with  the  same  software 
(PBS).  
In  the  future  it will  be  essential  to  reproduce  and  standardise  these  parameters. Vast 
differences between  studies  in  pre  and  post  analysis  have  been  noted  (401‐403,  407). 
Evidently,  it  is  hard  to  compare  results  of  different  studies,  as  there  are  enormous 
variation in pre‐analytical conditions used which lead to detection of different subsets of 
biomarkers. Worse,  it  is  hard  to  find  a  clear  explanation  for  the  fact  that  completely 




In  conclusion,  this  study  represents  the  first  investigation  of  candidate  biomarkers 
differentiating  indolent and aggressive forms of PCa based on SELDI‐TOF‐MS technology. 
The  first,  proof‐of‐concept  stage  of  the  research  has  alluded  to  proteomic  differences 


















widespread  application  is  protein  identification  from  detected  candidate  biomarkers 
pattern.  The  problems  have  been  blamed  on  the  SELDI  technique,  along  with 
identification  of  low  abundance  proteins  in  highly  complex  serum  samples.  A  major 
challenge in proteomic research is the study of low abundance proteins contained in less 
than  1%  of  the  protein  content  of  the  serum  samples  (457‐459).  This  is  perhaps 
unsurprising as albumin  is  thought  to be a  sticky protein with  the ability  to bind many 
proteins  (460). Efforts  towards biomarker  identification have  focused on  looking  to MS 
based methods particularly  in cases where the nature of candidate biomarkers detected 
from SELDI is not known. MS is the most common approach used in identifying proteins in 




and  defining  of  biologically  significant  molecular  pathways  (458,  459).  This  stage  of 
biomarker  discovery  is  undoubtedly  one  of  the most  daunting  of  tasks.  Therefore  the 
movement  steps  between  MS  and  gel  analysis,  dilutional  effects  during  different 
chromatographic/enrichment elution steps, as well as the embedded different detection 
power and range of different proteomic methods are all contributing to this challenging 
process.  The  replicating  of  identical  conditions  for  subsequent  samples  to  the  original 
analysis  and  isolating  LMW markers will  be  an  additional  challenge  in  this  purification 
stage.  Experiments  should  be  done  to  purify  and  sequence  the  specific  protein 
biomarker(s). Following on from the SELDI analysis of discovery/validation stage, work has 









200)  were  analysed  on  all  standards  to  assess  the  resolution  (Figure  4.1).  No  major 
improvement  in resolution and detection was achieved by diluting the standards  for gel 
























and desalt pooled samples  (462). Here,  this ultracentrifugation  tool was mainly used  to 




that may have masked  lower molecular proteins present  in  low concentration. Samples 
were vacuum dried and then resuspended  in sample buffer (bromophenol blue) prior to 
gel  runs. Tris‐glycine SDS pH 8.4  running buffer was used and gels were  run at 120V  to 
move the proteins down the gels. This revealed very poor resolution for proteomic bands 
below  16kDa  (Figure  4.2).  SELDI  is  capable  of  detecting  proteins  that  are  <10  kD;  the 
proteins in this lower molecular weight range have considerable biological significance as 
they  include  cleaved  or  aberrantly  shed  proteins  or  peptides  that  may  reflect  the 
important aspects of the disease  (451). Absence of LMW bands  in the gel after albumin 




To  increase  the  gel  resolution  at  the  LMW  range,  a higher percentage  gel  (4‐15%  tris‐
glycine  PAGE  gel)  (Bio‐Rad)  was  utilised,  analysing  the  exact  same  samples.  This  has 





















Despite  repeating  this work  several  times  similar  results were observed.  There was  an 
indication  of  a  possible  sample  quality.  The  use  of  tricine  instead  of  glycine  provides 
excellent separation of small proteins. Proteins as small as 1 kDa are resolvable in tricine 


























































staining),  where  protein  standards  were  detected  at  1.7kDa.  The  manufacturers’ 
Ferementas,  stated protein detection  limit of  standard  for Biosafe Coomassie  (Bio‐Rad) 
was 8ng/l compared to 0.5ng/l for the silver staining (no details were available for the 
other two standards) (Bio‐Rad). As silver stain is more sensitive than Coomassie (444), the 
former  settings were  tested using pooled PCa  samples and  silver  stained. Nonetheless, 
this was  found  to have very poor  resolution of  the clinical serum samples compared  to 




To  eliminate poor  sample quality,  freshly prepared material  stored  at  ‐80  °C using  the 
















The  presence  of  large  numbers  of  proteins  below  the  50kDa  cut  off  in  the  retentate 
samples and absence of protein  in  filtrate below 10 kDa sample raised the possibility of 
co‐binding  of  LMW  proteins  in  the  retention  process  (462).  In  order  to  overcome  this 
problem,  tests  were  done  solely  using  Combinatorial  Peptide  Ligand  Library  (CPLL) 
enrichment  (proteominer;  Bio‐Rad)  to  facilitate  low  abundance  protein  detection  by 
depleting the high abundance protein to offset the challenge of the overall range in serum 
proteomics extending over  ten orders. The use of hexapeptide  ligand  libraries amplifies 
the  signal  of  LMW  proteins  and  enables  capture  of  the  hidden  proteome.  Technically, 
proteominer protein enrichment technology is a sample preparation tool used to reduce 
the dynamic range of proteins from complex samples such as serum.  It overcomes most 
of  the  disadvantages  of  immunodepletion  while  simultaneously  reducing  the 
concentration of high‐abundance proteins and enriching those of low‐abundance. 
The  technology  employs  a  combinatorial  library  of  hexapeptides  bound  to  a 
chromatographic support. Combinatorial synthesis allows the creation of a large library of 
unique hexapeptides, each bound  to  a  stationary  support bead.  Each bead  featuring  a 
unique  ligand should bind specifically  to different proteins  in a mixture,  the  limit of  the 
library being the capacity of available beads.  

















This approach has been employed  successfully by Guerrier and Boschetti    to  identify a 
signal  at  12.4  kDa  from  serum  after  analyzing with ProteoMiner  (464).  The number of 
peptides  found  after  ProteoMiner  treatment  was  much  reduced  for  high‐abundance 
proteins  and  similarly  increased  for  low  abundance  species  (465).  This  constitutes  a 




detected  and  no  proteins were  noted  in  the  LMW  region  (Figure  4.8).  Presentation  of 
LMW proteins was not achieved despite the assumption of reduction of high abundance 

















To  assess  sample  quality  as  a  cause  for  repeatedly  failing  to  visualise  LMW  bands, 
recombinant  standard  peptide  sample  (2.3kDa),  sonicated  cell  lysate,  and  BSA 
concentration gradient samples were examined under identical SELDI analysis preparation 
























































Figure  4.9:  10‐20%  tris‐tricine  PAGE 






















the  reason of protein  invisibility. Running  the samples on very  low voltage  to a mid gel 















































































































































the  LMW  region  were  targeted  with  limited  success.  Therefore  a  gel  free  based 
purification  and  identification  method  was  assessed  for  favourability  and/or 
complementarity  in  further  work.  This  work  adopted  combined  sequential 
chromatography  fractionation  (WCX and RP: reverse phase) which was  tested  to  isolate 
potential biomarkers. This work has been shown to provide high‐resolution fractionation 
with minimal sample  loss  (345, 466, 467).  In  this work samples were attached  firstly  to 
WCX,  and  secondarily  subjected  to  RP  chromatography  separation  providing  a  specific 
binding, purification  and  concentration of  low mass  serum protein. Protein profiling of 





To  isolate  the  candidate  biomarkers  in  a  gel‐free  technique,  combined  sequential 
chromatographic  fractionation  was  utilised.  The  first  part  was  performed  by  WCX 
sequential  ionic gradient elutions (using the adopted ammonium acetate pH 4.5 ranging 
between  200mM‐1M).  This  chromatofocusing  process  isolates  proteins  using  their 
binding  strength  to  the WCX  resins.  A  fraction was  then  harvested  and  subsequently 
separated by a second part of RP chromatography (C18 columns from Thermo‐Scientific) 
using 10‐80% ACN gradient, which separated proteins according to their hydrophobicity. 











when  subjected  to NP20  arrays  (Figure 4.13a). The  same procedure was  also  repeated 
using non  selective  gold  arrays  to eliminate  chromatographic  array bond effect on  the 
protein profiles. This has generated  consistent detection with a  favourable  signal using 












Following  combined  sequential  chromatograph  protein  fractionation,  the  fractions 
containing  the peaks of  interest  from NP20 arrays were divided  into  two aliquots. One 
aliquot was digested in solution. The second aliquot was analysed by PAGE tris‐glycine (4‐
15%) and tris‐tricine (10‐20%) gels (both from Bio‐Rad) to detect corresponding bands to 
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St. George’s Hospital.  This  resulted  in  the  identification of 7 proteins  from  the excised 






Proteins  that  have  a  score  of  >65  (a  score  of  65  is  the  equivalent  of  p=0.05  and  is 
considered  to  be  “real”  protein  identification.  The  experimental  peptide  masses  are 
correlated  to  lists  of  peptides  generated  by  the  theoretical  digest  of  known  proteins 
































Results  are  calculated  as  a  probability  of  a  match  between  the  experimental  and 
theoretical peptide mass.    The  total  score  represents  the  absolute probability  that  the 
observed match  is a random event. Scores are reported as ‐10*LOG10*(P) where P  is the 
absolute  probability.    A  probability  of  10‐20  translates  into  a  score  of  200.  Given  the 
probability of a random match, and knowing the size of the database being searched, an 
objective  measure  of  the  significance  of  a  result  can  be  calculated.  The  accepted 
threshold  of  significance  is  that  an  event  should  occur  randomly  on  less  than  5%  of 
occasions.  Consequently, a score >65 is significant (P<0.05). Typically, a minimum of two 
peptide molecular weight matches  is  recommended  to  reduce  the  possibility  of  false‐
positive matches (468).  
From  table  4.1,  The  proteins  detected  by MS  failed  to  correspond with  proteins  from 
SELDI due  to  the difference  in  the molecular  size as well as having a  score <65 and no 
peptide was matched to the potential proteins detected by MS. Typically, a minimum of 
two peptide molecular weight matches is recommended to reduce the possibility of false‐
positive matches.    Therefore,  these proteins were omitted  from  the  immunovalidation 
step due to the possibility of false positive results. This work was repeated several times 
and  showed  negative  results.  This  could  be  explained  by  the  inherent  poor  detection 
power of gel based purification approaches at the LMW range aggravated by a dilutional 













Method used  Band Score  Function  
22.22  22.1kDa[interferon alpha ‐
1/13 


























































Initially  in  this study experiments were carried out using a pooled sample  to mimic  the 
original  sample preparation  condition using WCX  separation  columns,  centrifugal  filters 
and  treatment  by  proteominer  CPLL.  Presentation  of  LMW  proteins was  not  achieved 
despite  the  assumption  of  reduction  of  high  abundancy  proteins  and  release  of  lower 
abundance  proteins  by  proteominer  column  (465)  (Figure  4.8).  An  alternative 
identification protocol involved the use of gel free purification methods. Enrichment was 
examined by combining different chromatographic fractionation tools. This could improve 
the protein  concentration within each  fraction which  can  then be  translated with high 
degree  of  confidence.  Based  on  this  hypothesis,  combined  sequential  (WCX  and  RP) 
chromatography fractionation were prepared and subjected to SELDI to visualise protein 
profiling. In addition, an aliquot was run on SDS PAGE gel (tris‐tricine and glycine). Several 
proteins  were  identified  using  different  approaches  (Table  4.1).  Although  the  most 
favourable  of  these  techniques  were  able  to  isolate  different  peaks,  the  proteins 
















Highly  abundant protein  that  correspond  to  approximately  64  kDa was  assumed  to be 
albumin as this protein accounts for approximately 50% of all serum proteins (469). The 
negative results from previous electrophoresis gels raised questions regarding optimal gel 
concentration  and  albumin  depletion  to  ensure  adequate  representation  of  lower 
abundance proteins of a similar size. WCX columns (Bio‐Rad) and running the eluents (in 
100mM  Tris  HCl  pH  10.5)  using microcon  (Millipore)  filtration  devices were  tested  as 
albumin removal options (462), using 10, 30, 50 molecular weights cut‐off (MWCO) filters. 
The resulting filtrate and retentate (from the filtration devices) were applied to a precast 
tris‐tricine  16.5%  PAGE  gel  (Bio‐Rad)  to  assess  the  albumin  depletion  ability  and  the 
representation of molecular size proteins  range using  the percentage of  this gel. Figure 
4.15  shows  that most  filtration methods  resulted  in a  removal of  the  serum proteome, 




























































protein  chromatography  fractionation  with  and  without  10 MWCO  filter  (U9  treated 
pooled samples, using the 500mM buffer elutions as  ionic (1st part) and second part (RP 
fractionation eluents 70% ACN) were analysed  to ascertain whether  this novel method 
would  reveal a wide  range of protein  representation  . The  favourable profiling protocol 
using 70% ACN was applied to NP20 arrays  (data not shown) before  loading on the gel. 
The  gel was  also  stained  by  sliver  but  developed  for  8  and  18 minutes.  Reproducible 
bands  and  no  variation  were  noticed  when  developed  for  8  minutes  but  significant 
resolved bands at LMW in pooled serum lane showed, particularly when developed for 18 





























LC‐MS/MS  involved  sample preparation,  capillary  LC  and  tandem MS  (MS/MS)  to  yield 
spectra of the many peptide fragment masses. Sample preparation was performed using a 
Mass Prep™ robotic system (Waters/BioRad) involving DTT and iodoacetamide to modify 
cysteine  residues  followed  by  tryptic  digestion,  then  peptide  extraction.  The  extracted 
peptides were  then  applied  to  a QTOF2 hybrid quadruple mass  spectrometer  (Waters) 

















kDa  Plasma  retinol  binding  protein  1_176)  approximately  corresponding  to  SELDI 
biomarkers was detected by MS analysis. However, low score (particularly, 60) as well as 




proteins despite  filter  failure  (Figures 4.15, 4.16, 4.18). Visualisation of higher abundant 








for protein  identification.  In PCa biomarker discovery,  study by  Le  L et al.,(405), SELDI‐
TOF‐MS was  used  to  analyse  unfractionated  sera  from  PCa  patients with  and without 
bone metastases. They identified a protein at increased level in bone metastasis patients. 
This  peak was  subsequently  identified  using  2D  GE  followed  by MS/MS  analysis.  The 
protein  was  identified  as  being  an  isoform  of  serum  amyloid  A  (SAA).  Protein 
identification using two dimensional gel and MS was in this study a method for candidate 
protein identification using a combination of 2DPAGE and MALDI analysis. This approach 









use  a  different method  to  detect  LMW  proteins.  2DGE was  used  to  separate  proteins 
depending on their isoelectric point (first dimension) and mass (second dimension) as an 
important feature  in the first dimension  is  its ability to accommodate high sample  loads 
applied directly without using CM10  and C18  columns  (405).  Samples of 500μg weight 
were mixed with rehydration buffer and placed in 11cm (Ready Strip™ narrow IPG strips; 






with  sufficient  visualisation  of  the  spots  but  high  background  at  HMW  and  limited 


























































were excised by  spot  cutter and  sent  for MALDI‐TOF/TOF MS at  the Proteomic Unit of 
Imperial College  London who  provide  a  service  for  protein  identification. Noted  in  the 
results  is  the  low  score  and  probability  of  the  excised  spots  as well  as  none  of  them 
matching sizes of the target proteins detected from SELDI (Appendix D). 
4.5.1 Summary 
In principle 2D‐PAGE  separates proteins only  in  the  range of 10–300 kDa, but  it can be 
used  complimentarily  to  SELDI  as  this  technology  can  only  be  used  to  detect  proteins 
below 20 kDa in size (472). To improve lower abundance protein detection, 16.5% precast 
PAGE gels were used (Figure 4.19, 4.20). However, albumin and immunoglobulins were a 
major  obstacle  against  the  success  of  2D‐PAGE–MS  in  the  identification  of  candidate 
proteins (473). The highly abundant serum proteins resulted in large smears that prevent 
lower abundance proteins from detection (474), thus CPLL was used prior to 2DPAGE to 
deplete  these  highly  abundant  proteins  and  thereby  enhance  lower  abundant  protein 
resolution.  This  approach was  partially  successful  in  isolating  just  four  spots  <14  kDa; 
Overall  this  approach  was  unsuccessful  in  identifying  the  proteins  of  interest  as  the 













challenging  stage  in  this  study  directed  towards  biomarker  discovery.  Unsuccessful 
enrichment  and  purification  of  candidate  biomarkers  was  demonstrated  using  many 




PCa  sample  was  denatured  with  U9  lysis  buffer  (Bio‐Rad)  and  then  resuspended  in 
bromophenol blue (BPB) (1:1) as a sample buffer and mixed with reducing agent (2% ‐
mercaptoethanol), before being heated  to  95˚C  for  5 minute  to denature  the proteins 
further.  The  mixtures  were  run  on  precast  16.5%  tris‐tricine  PAGE  gel  (Bio‐Rad)  as 
successful bands separation was noticed at LMW region. Tris‐tricine running buffer pH8.4 
(Bio‐Rad) was  used  and  gel was  run  at  120  V.  Staining  was  performed  using  Biosafe 

















using  the  same  preparation  conditions.  Furthermore,  goat  serum  (Biosera,  UK)  was 
analysed  to  assess  the  sample  quality  factor  in  visualising  LMW  bands.  Sensitive  silver 
stain (Invitorgen) was used to visualise the bands detected in different conditions in order 
to excise those of interest. Reducing the protein concentration was shown to improve the 
band  visualisation; nonetheless  the band  resolution  remained poor  at  the  LMW  region 
(Figure 4.22). The fresh pooled sample  load (50μg) also showed a slight  improvement of 













seen  below  10  kDa,  this  work  was  repeated  and  25  μg  also  loaded  using  the  same 
preparation  conditions  and  using  alternative  staining  methods  (coomassie  vs.  silver 
staining) to define the protein detection limit and variation with sample (Figure 4.23). This 
however has continued to show poor detection  in the LMW range suggesting a possible 




















10  μg)  were  used,  analysing  the  same  pooled  sample.  This  showed  significant 




















down  the  urea  to  form  isocyanate, which  can  lead  to  carbamylation  of  the  proteins. 
Carbamylation  often  leads  to  confusing  results  from  peptides  having  unexpected 
retention times and masses (475). Protein modification due to carbamylation may result 
in artefacts on  the gel. To  replace  the urea  from  the preparation  the serum during  the 
dilution  step,  distilled  water  was  employed  with  the  pooled  sample  instead. 
Subsequently, the same fresh pooled serum was analysed with different weights (20‐5 μg) 
and different dilutional steps (U9 and H2o). The dilution step of the 10 μg pooled sample 
with  and without U9 was  examined.  It was  necessary  to  try  two  different methods  to 
assess the visualisation of protein bands on the gel  (using coomassie vs. silver staining). 
Finally, work was done  to  reduce  the concentration serum proteins, on  the assumption 
that high load was the cause of failure to detect LMW proteins (Figure 4.25).  
The effect of loading the pooled sample at very low concentration was investigated, and 
















improved  the  range of protein visible. Therefore, 13 protein bands of  similar molecular 
weights detected from SELDI within that  lane and 2 single  lanes 10‐4.6 kDa, 4.6‐1.7 kDa 
(corresponding  to  20  μg  stained  by  Coomassie  Biosafe) were  excised  and  sent  for MS 
analysis  to  identify  the  proteins.  Excised  bands  were  prepared  and  ESI  LC‐MS/MS 
performed  as  a  service  at  a  mass  spectrometry  lab  in  Institute  of  Biochemistry  and 
Biophysics  at, Warszawa,  POLAND.  From MS  analysis,  several  bands were  found  to  be 
extremely complex (Appendix E). This degree of complexity  is to be expected as 1D SDS 
PAGE gels do not give the single protein degree of resolution of techniques such as 2DGE. 
The  results  from  this  analysis  have  identified  several  potential  candidate  proteins  for 































































The most  prominent  protein  albumin,  normally masking  proteins  of  lower  abundance, 
was  primarily  present  in  the  10  μg  lane.  The  depletion  of  albumin  was  identified  as 
possibly  allowing  access  to  and  increasing  the  number  of  lower  abundancy  candidate 
proteins. Albumin depletion was carried out using Swell Gell Blue Albumin Removal Kit 
(Pierce).  This  kit  allows  high‐capacity  albumin  removal  from  small  (10‐100 µl)  serum 
samples.  It  utilises  a  Blue  Activated  Disc  ("SwellGel  Disc")  composed  of  dehydrated 
support  that  can  bind  approximately  2 mg  of  human  serum  albumin. We  eliminated 
albumin using  this kit and  the exclusion of albumin  from  the  fractions was  successfully 
achieved compared to albumin bound wells (Figure 4.26). However, there were no LMW 
bands  in  the  fractions  after  albumin  elimination,  probably  due  to  co‐binding  of  LMW 
proteome elements to albumin.  
 
As  there was  unsuccessful  release  of  LMW  proteins  and  loss  of  signal;  this  approach 
demonstrated  that  direct  loading  of  pooled  serum  would  preserve  all  sample 
constituents. Based on this, the four proteins identified from MS analysis were selected to 














This  stage  resulted  in  the optimisation of a novel 1D method  that was  then utilised  to 




bands detected below 10 kDa especially with a 10 μg  load. This demonstrated  that  the 
concentration  of  protein  loaded  was  the  cause  of  lower  abundance  proteins 
undetectability.  Albumin  depletion  was  performed  to  increase  the  number  of  lower 
abundance proteins present in the 10 μg sample load. However, the absence of bands <10 
kDa after albumin elimination can be explained by co‐binding of LMW proteome proteins 
to  albumin  (Figure  4.26)  (462).  Unsuccessful  attempts  to  release  LMW  proteins 
demonstrated  that  direct  loading  of  pooled  serum  would  best  preserve  sample 
constituents  and  several  candidate  biomarker  proteins  from  this  approach  were 
successfully  identified by protein MS analysis. These were selected to be studied further 
for validation (Table 4.2).  In SELDI, direct  identification of peptides  in the  low molecular 
weight  range  is  not  possible  through  the  use  of  the  protein  chip.  Therefore  it  was 
necessary to know the identity of biomarkers resulting using SDS PAGE and MS analysis in 
order  to  identify putative PCa biomarkers. SELDI as a  technique does not  show protein 
sequences  and  fragments  of  small  proteins  so  an  alternative  approach  for  protein 
identification has been developed which includes the direct MS analysis of intact proteins 
(295) which will make  it  easier  to  evaluate  the  fragments  of  large  proteins  from  the 
biomarkers detected. In our study, due the lack of protein sequences available from SELDI 
technology,  it  is  impossible  to  guarantee  the  breakdown  of  large  proteins  and  their 
fragments. Therefore, only  the molecular weights  from  the bands matching  the sizes of 










the  serum  samples varies extremely, making  the  identification of proteins within 1 per 
cent of serum protein abundance a challenge using current traditional methods. As high 
abundance  proteins  are  the  proteins  typically  observed  in  the  serum  sample,  many 
valuable biomarkers <10 kDa may be difficult to detect as they are presented at very low 
levels in serum samples (325). Using traditional methods for detecting and identifying low 
abundance proteins  is a challenge as serum quantification plays an  important role  in MS 
analysis. For example, detection of  low molecular weight proteins will be hidden by the 
background noise, or by saturation of the detector.  Insufficient quantification  in MS/MS 
will  lead to  less detection of  low abundance proteins as  low concentration will  increase 
the  noise  ratios  leading  to  low  molecular  weight  peptides  not  being  detected.  The 
identification  of  lower  abundant  proteins  peptide/protein  ID must  be  achieved  by  the 
optimisation of protein quantification prior to MS analysis. Decreasing the loss of sample 
concentration  by  dilutional  groups  (e.g.  buffers  of WCX  and  C18  columns)  and  direct 
loading of proteins means  that a greater number of proteins/ peptides will be possibly 
analysed  as  more  MS  application  will  be  applied  to  each  one  (476).  Another  factor 
creating  difficulties  in  protein  identification  is  that  the  proteins  can  be  modified  by 
cleavage or by the addition of urea; functional group modifications (e.g. phosphorylation 
or  glycosylation)  may  affect  protein  detection  in  MS  analysis.  Furthermore,  protein 
concentrations are dynamic and may change with stress, disease or a course of treatment 
(325).  In  our  study,  a  novel  and  better method  for  identification  of  lower molecular 
weights  candidate  biomarker  was  found,  minimising  the  variations  in  protein 
concentration  by  pooled  serum  samples  from  PCa  patients,  avoiding  modification  of 
protein or  functional groups by urea. Based on  that, urea was  replaced by H2o dilution 
and then the appropriate protein weight was directly applied to and run on the gel (Figure 






This  is  similar  to  the number and  identity of biomarkers yielded by  studies using SELDI 
technology. A similar study by Yuxia Fan et al.  (477) used SELDI to study unfractionated 
serum samples from 124 breast cancer patients and 158 control for detection of specific 














from  cancer  patients  versus  serum  from  normal  individuals.  TF  was  detected  as  an 
overexpressed  protein  in  the  serum  of  CRC  patients.  Although  they  used  IMAC  chip 
arrays,  ApoC‐I  and  TF  proteins  were  detected.  This  shows  that  power  of  biomarker 
discovery can be independent of the chip used.  
A study by Engwegen et al. (345) used SELDI to identify serum proteins discriminate CRC 
patients  and  healthy  control.  They  identified  new  serum  biosignatures  for  CRC  using 
CM10 chip and buffer pH. 5. Biosignatures detected  in the protein profiling experiments 
were purified by  fractionation of denatured  serum prior  to  identification by LC‐MS/MS. 
Only three biomarkers were identified, one of which was identified as ApoC‐I and others 







biosignatures  for Papillary  thyroid carcinoma  (PTC)  from serum samples of patients and 
controls using CM10 chips with SELDI‐TOF‐MS. 26 protein peaks with p value < 0.01 were 
yielded . Seven candidate biomarkers were shown to be up‐regulated and 19 peaks were 




These  studies  showed  many  protein  peaks  that  discriminated  between  patients  and 










The  SELDI  serum proteome  study  resulted  in  four putative prognostic PCa biomarkers, 
ApoC‐I, ApoD, TF and a putitative uncharacterised protein.  
ApoC‐I  is  predominantly  synthesised  in  the  liver  and  to  a  lesser  extent  in  the  small 
intestine.  Its  primary  function  is  in  lipoprotein metabolism.  ApoC‐I  appears  to  act  by 
modulating the  interaction of apolipoprotein E (ApoE) with b‐migrating very  low‐density 
lipoprotein  (VLDL);  it  inhibits  the  binding  of  b‐VLDL  to  the  low‐density  lipoprotein 
receptor  (LDLr) protein. ApoC‐I  constitutes about 10% of VLDL protein and 2% of high‐
density  lipoprotein protein  (480). Apolipoproteins  in general are  lipid carriers and have 
been reported to regulate many cellular functions including some related to proliferative 
potential.  The  protein  kinase Akt,  for  example,  can  be  induced  by ApoC‐I;  this  in  turn 






In  this  study,  ApoC‐I  was  found  at  an  increased  level  in  serum  of  late  stage  of  PCa 
patients, which indicated that ApoC‐I might be linked to progression of PCa. Thus, besides 




SELDI‐TOF‐MS,  suggested  that  ApoC‐I  has  the  potential  to  predict  clinical  metastatic 
relapse  in high‐risk breast cancer patients receiving adjuvant chemotherapy. In a further 
study  on  breast  cancer  ApoC‐I was  also  down‐regulated  cancer  patients  compared  to 
healthy  controls  (477).  Engwegen  et al.  (345)  identified  a potential  role  for  the ApoC‐I 
protein  in discriminating between CRC patients and healthy  controls. Another  study on 
CRC also revealed the presence of ApoC‐I detected at decreased level in the serum of CRC 
patients relative to controls (478). A study on PTC to identify biomarkers that differentiate 
between  PTC  and  healthy  individuals,  also  found  ApoC‐I  to  be  down‐regulated  in  PTC 
(479). Moreover, a study on non‐small cell lung cancer (NSCLC) was performed to discover 
biomarkers distinguishing NSCLC patients from healthy control. The findings also showed 
the  presence  of  ApoC‐I,  down‐regulated  in  NSCLC  patients  (482).  ApoC‐I  also  was 






I  is  discriminatory  in  serum  samples  of  PCa  patients.  ApoC‐I  levels were  found  to  be 
increased  in  the  sera  of  metastatic  PCa  patients  whose  disease  progressed  from  an 








These  results  suggested  that  its potential  involvement  in PCa pathogenesis was  indeed 
worth  investigating  in  this study  (PCa categorised by Gleason score).  If  its  role  in PCa  is 
validated by two independent studies, its potential power as a progression biomarker for 
PCa is enhanced.  
ApoD  is  a member  of  the  lipocalin  superfamily  of  hydrophobic  protein  transporters, 
constituents of high density  lipoprotein  (484). Although  the  functional  role, of ApoD  in 
prostatic  tissue  is unknown,  the evidence  is contradictory. A number of  in vitro  studies 
have  found  that ApoD expression  and  cell proliferation  are negatively  correlated  (485‐
492).  However,  most  studies  indicate  a  positive  relationship  between  PCa  cancer 
vulnerability and ApoD. ApoD has been shown overexpressed  in PCa. Two studies  in the 
1990s showed protein expression of ApoD to be significantly upregulated  in tumour foci 
of  both  localised  and  metastatic  PCa  in  comparison  with  non‐malignant  cells  of  the 
prostate  (493, 494). Hall  et al.  (495)  identified elevated  immunoreactivity  for Apo‐D  in 
HGPIN  (High  grade  PIN),  a  putative  precursor  lesion  of  PCa,  contrasting  this  with  a 
minimal presence of ApoD in non‐malignant prostate tissue with benign pathology. These 
data are the first to suggest that ApoD immunoreactivity may be a potential biomarker to 
distinguish  HGPIN  from  BPH  and  low  grade  PIN.  In  our  study,  ApoD  was  found  at 





TF  is a protein  responsible  for  the  transport of  iron  from  sites of absorption and heme 
degradation to those of storage and use (361). A study by Ward et al., (478) used SELDI to 
identify  potential  biomarkers  by  comparing  sera  from  CRC  patients  and  non‐cancer 
groups.  TF  (79.1  kDa)  was  detected  at  elevated  levels  in  the  serum  of  CRC  patients 




increased  risk  of  colon  cancer  has  been  proposed.  Furthermore,  an  increase  in  the 
proportion of TF that  is  loaded with  iron was  linked with an  increased cancer  incidence, 
particularly  in  individuals who have a high  intake of  iron (496‐498).  It  is paradoxical that 
serum TF concentration  is elevated  in colon cancer, because  the predicted  response  to 
inflammation would be a decrease in this protein. Clearly the cancer effect and the acute‐
phase  effect  are  separate  entities  and  in  cancer  the  former  appears  to  over‐ride  the 
latter. In this case, the elevation of TF observed  in the serum of colon cancer patients  is 
more a cancer marker and not part of an acute phase  response.  Indeed,  serum TF was 
found to be decreased during inflammation (499), nephrosis (500) and haemochromatosis 
(501). TF was also found in reduced levels in human plasma during acute phase neoplastic 
disease  (502).  A  Further  study  by  Kozak  KR  et  al.,  (503)  used  SELDI  to  discover  and 
evaluate  diagnostic  biomarkers  from  the  serum  of  ovarian  cancer  patients  as  against 
healthy  controls.  TF was  identified  at  decreased  level  in  the  ovarian  cancer  patients. 
Another study by Rai et al., (361)  identified and purified TF as a candidate biomarker of 
ovarian  cancer  using  SELDI‐TOF‐MS  technology  with  IMAC  chip  arrays.  The  TF  gene 
encodes a 77–80 kDa protein and has been observed to decrease in the serum of patients 
with ovarian cancer (361). Statistical analysis of these data showed that a diagnostic index 






metabolic  (1H NMR)  analysis  (504).  The  human  PC‐3  PCa  cell  line was  subcutaneously 
xenografted  in  athymic  (nude)  mice  and  the  blood  plasma  proteome  was  compared 
between tumour bearing and control mice. Plasma proteins taken from the two groups, 








The  three  proteins  that  we  have  identified  with  prognostic  potential  are  all  classical 
serum proteins and their presence  in serum has been found to be modulated by various 
diseases,  including  cancer,  using  SELDI  and  other  proteomic  studies.  These  findings 
informed their selection for further validation in this work. In summary, the results of this 
research  have  led  to  a  novel,  optimised  1D  method  for  serum  proteomic 
identification.The analysis has led to the identification of four potential biomarkers of PCa 
which, with further research, may have potential as PCa progression biomarkers. The PUP 


















Serum  proteomic  profiling  identified  twenty  six  proteins  that  showed  differential 
expression  between  indolent  and  aggressive  PCa  (categorised  by  Gleason  score),  four 
candidates  confirmed  via  ESI  LC‐MS/MS  were  selected  for  further  study.  One  of  the 
putative prognostic PCa biomarkers  identified at  LMW  (<10  kDa)  is ApoC‐I. ApoC‐I was 
shown  to  be  significantly  up‐regulated  in  serum  from  aggressive  PCa  patients  versus 









optimised  to  determine  whether  serum  expression  of  the  identified  proteins  were 
detectable  at  the  correct molecular weight  by  the  antibody  directed  against  them.  To 
investigate  optimisation  of  PCa  serum  samples,  a  pilot  study was  performed  on  small 
sample size prior to performing a larger scale trial. 
 5.2 Optimisation of ApoC‐I expression in PCa patient serum 
Recently,  a  study  by  Yamamoto‐Ishikawa  K  et  al.  (456),  demonstrated  changed ApoC‐I 
protein levels in serum samples of PCa patients. ApoC‐I levels were found to be increased 
in  the  sera  of metastatic  PCa  patients  whose  disease  progressed  from  an  androgen‐
dependent  state  to an androgen‐independent one. ApoC‐I has not been  studied  in  the 
serum of indolent and aggressive groups of PCa as stratified by Gleason score, therefore, 






aggressive PCa  (Gleason  score  ≥ 7,  specifically 8,8,9 and 9) were  loaded onto a precast 













Figure  5.1:  ApoC‐I  detection  in  serum 
samples  of  PCa  patients  stratified  by 
Gleason score (grouped as Gleason 5‐6 




















To  investigate  this  further,  a  100  μg  sample  from  an  aggressive  PCa  patient  (Gleason 
score: 9) was  run comparing with a  total protein  load of 10 μg of  the same samples  to 
assess the  impact of protein  load on ApoC‐I detection. ApoC‐I band was observed using 
this  technique,  with  a  band  detected  at  9  kDa.  High  concentration  sample  loading 
enhanced  band  detection,  and  there was  signal  around  9  kDa  from  the  concentrated 




A  repeat, using a  total  load of 20  μg and  the  same preparation conditions, was  tested. 
This work was performed  repeatedly  to visualise ApoC‐I band detection using different 






serum  samples  of  PCa  patients 


























bind only at 9.3 kDa and not  to a 35 kDa component. Additionally  the detection of  the 
ApoC‐I  band was  noticed  after  one  hour  of  image  capturing  and  this  resulted  in  high 
background in the blot which subsequently affected the densitometry analysis. Therefore, 
despite efforts to optimise and improve ApoC‐I detection by altering serum loads and the 
development  processes,  it  was  concluded  that  the  primary  antibody  used  for  ApoC‐I 
detection  is  not  likely  to  reveal  promising  results,  and  should  thus  be  excluded  from 
further  analysis.  An  alternative  ApoC‐I  primary  antibody  was  acquired  from  Abcam 
 











(Abcam, UK; Cat #ab20051).  It  is  specific only  for human ApoC‐I with no  cross  reacting 
with others members from apolipoprotein family. Two groups of PCa patients used in the 
last  experiment were  also  used  for  optimisation  of  serum  ApoC‐I  detection  using  this 
antibody.  Initially, work was done to detect the ApoC‐I band using a 20 μg protein  load 







































ApoD was  identified  via  LC ESI MS/MS  as  a putative marker of  indolent disease  in  the 
earlier SELDI study of serum samples. ApoD has been demonstrated to be overexpressed 
in PCa using tissue samples and immunohistochemical detection; staining was assessed by 
computerised  video  image  analysis  (493‐495). However, ApoD has not been  studied  in 









then  transferred  and  immunodetection  performed  for ApoD.  The ApoD  antibody Anti‐
ApoD  (Abcam,  UK;  Cat  #ab49447)  directed  against  the  22  kDa  apolipoprotein  D  from 
human  serum, was used at a dilution of 1:1000 and  the  secondary antibody goat anti‐
mouse  IgG  (Cat  #A4416) was  used  at  a  dilution  of  1:5000.  The  blot was  imaged  for  5 
minutes. ApoD appeared  to be present  in both  the  indolent and aggressive PCa  serum 
samples corresponding to the predicted molecular mass of 22 kDa, but this antibody also 













for  PCa  serum  specimens,  better  resolution  of  the  bands  was  needed  for  density 

























used  to  examine  the  differences  in  expression  of  TF  seen  in  the  SELDI  experiments. 
Optimal WB preparation conditions for TF expression in PCa serum samples needed to be 
determined  in a  smaller  series before being applied  to  the  larger validation group. The 
serum  samples  used  for  optimisation  of  TF  expression  in  PCa  samples  came  from  the 
same  samples  used  in  the  last  experiments  for  ApoC‐I  and  ApoD  (section  5.2,  5.3)  as 
protein concentrations had already been determined using  the Bicinchoninic acid  (BCA) 
kit (Sigma‐Aldrich Ltd., Dorset, UK) (section 2.4.2.2). A protein sample of 10 μg was loaded 
onto  10%  tris‐glycine  precast  PAGE  gels  (Bio‐Rad).  The  10%  gel  was  selected  for  TF 
detection as  it had a better resolution  in the molecular weight range of 16‐148 kDa that 
gives the most appropriate bands for TF detection, visible  in the gel using the molecular 

































These  experiments  led  to  an  optimised WB  protocol  for  TF  detection  in  PCa  serum 
samples which was selected for further validation studies.  
To  summarise  optimisation  results,  from  a  small  cohort,  this  study  resulted  in  the 
optimisation  of  three  novel WB methods  that  were  then  utilised  in  larger  validation 
samples to assess the expression of three putative biomarkers of PCa progression. 
5.5 ApoC‐I expression in PCa patient serum 




time  of  sampling  as  it  was  necessary  to  use  only  those  patients  who  had  cancerous 
prostate  cells  in  situ.  The  patients  included  in  this  study  had  undergone  a  variety  of 




This  protocol was  designed  to  ensure  that  the  results would  be meaningful.  Thirteen 
batches of quantified blinded samples (50 indolent vs. 50 aggressive PCa patient sera) and 
a  control were  performed  on  precast  gels  16.5%  tris‐tricine  PAGE  prior  to WB.  After 










image  before  statistical  differentiation  analysis.  GeneSnap™  (Syngene’s),  was  used  to 
capture blot images. Gene Tool™ (Syngene’s) was then used to define the individual bands 
and calculate the density of each band (densitometric analysis). Resultant optical density 
(OD) of  the ApoC‐I bands  in Welsh serum samples were normalised  to a control ApoC‐I 
band  run  on  each  gel  to  enable  comparisons  and  calculate  the  differences  in  ApoC‐I 
expression  between  the  indolent  and  aggressive  PCa  samples.  The  differences  are 
expressed  as  percentage  OD  units,  of  the  control  bands.  A  student’s  t‐test was  then 
performed  to  determine  any  significant  difference  between  indolent  and  aggressive 












































































Student’s  t‐test  showed  no  significant  difference  in  expression  between  indolent  and 
aggressive  patients  (p=0.819).  To  assess  any  correlation  between  the  lowest  grades  of 
indolent patients and highest grade on ApoC‐I expression, patients were subdivided  into 
low indolent groups (Gleason score ≥5) and high aggressive (Gleason score 9). 




Student’s  t‐test  also  showed  no  significant  difference  between  patients  with  Gleason 
score ≥5 and 9 (p=0.675). Overall, the results from immunoassay are not consistent with 



































As described previously,  serum expression of ApoD Welsh PCa  samples,  (fresh  aliquots 
from 100 of PCa serum samples 50 had a Gleason score of <7, 50 had a Gleason score ≥ 7) 
and control were  included  in this study. Equal protein concentrations were  loaded on to 
16.5%  tris‐tricine precast PAGE gels and  subject  to  standard electrophoresis conditions. 
One part of each gel was then subject to WB whilst the other was stained in silver stain kit 
(invitrogen)  to  test  the  variation  in  sample  loading  (as  in  section  5.5).  When 
immunoblotting was  complete,  the  samples were  analysed  as  for  ApoC‐I.  Briefly,  the 
ApoD bands from thirteen blots were analyzed as digitised  images by using Gene Tool™ 
Imaging Densitometer (Syngene’s). The OD of the distinct band images was expressed as 
volume  (OD  ×  area),  these  values were  then  normalised  to  ApoD  control  bands  (e.g. 
Figure 5.11). 
 
The  patterns  of  expression  of  ApoD  control  bands  were  very  similar  in  all  the  blots 
revealing reproducible immunodetection and acceptable CV (<10 %). The data from ApoD 
bands  analysis  were  plotted  to  show  any  variation  between  PCa  groups  in  term  of 
normalised  ApoD  expression.  Student’s  t‐tests  were  then  performed  to  assess  any 
significant differences between the expressions levels of ApoD in indolent and aggressive 
disease.  A  scatter  plot  drawn  to  identify  variation  of  ApoD  expression  in  PCa  groups 











(Gleason  score  ≥5)  and  highest  grade  aggressive  disease  (Gleason  score  9)  in  term  of 










































































aggressive  in  this set of patients  (p= 0.815) using either all Gleason grades  (p=0.134) or 
when  split  into  low  indolent  disease;  Gleason  score  ≥5  and  highest  Gleason  grade; 












































of PCa  serum  samples  (50 had a Gleason  score of <7, 50 had a Gleason  score  ≥ 7) and 







and  acceptable  CV  (<10%)  for  the  purposes  of  TF  expression  evaluation  in  the  PCa 
samples. The OD of ApoD bands  images were normalised to TF bands present  in control 
samples. Scatter plots have not revealed any significant differences between PCa Gleason 




































































Student’s  t‐test  also  found no  significant difference of  TF expression between  indolent 
and aggressive disease in this set of patients (p=0.829 in all Gleason score plot, p=0.834 in 
groups  subdivided by extreme  scores  ‐  low grade  (Gleason  score  ≥5) and highest grade 







































expressions  and  assess  their  utility  as  markers  of  PCa  progression  using 
immunoverification methods such as WB. Serum expression of ApoC‐I, ApoD and TF were 
initially  tested  in a  small  (QA) cohort and a  larger  series  (100  serum  samples)  from  the 
Wales Cancer Bank using WB  to characterise  the specific  isoforms expressed. The small 
serum study was initially performed prior to verification to assess the optimal conditions 
for  the WB method  and  determine whether  serum  expression  of  these  proteins was 
detectable at the correct molecular weight by the antibody directed against them. ApoC‐I 
was  assessed  in  this way  and  a  small  subset  of  patients  (four  indolent  and  aggressive 
samples)  was  used  to  investigate  the  best  conditions  for  ApoC‐I  detection,  prior  to 
performing  to a  large  scale  trial. Analysis of ApoC‐I expression  in differing grade  serum 
samples using this antibody found that there was discrimination only at a band at 35 kDa 
between  low grade and high grade disease. There was no detection of ApoC‐I bands  in 











kDa)  within  5 minutes  of  image  bands  capturing  with  noisy  background  (Figure  5.4). 
Reducing  the protein  concentration  led  to  improvement  in  the ApoC‐I band detection. 
This  illustrates  the  impact  of  sample  concentration  on  ApoC‐I  band  detection.  Strong 








detectable within  5 mins  of  blot  imaging  in  PCa  serum  samples,  though  two  different 










terms of  resolution and  range of proteins visible on  the gel. Using  the Abcam antibody 
and optimised WB dilution conditions, a band of 79 kDa corresponding to the predicted 
molecular mass of TF was detectable in PCa serum samples within 30 seconds, after some 





Based  on  our  SELDI  data  and  LC‐MS/MS  sequence  data  ApoC‐I  appeared  a  potential 
progression biomarker as it has previously been implicated in PCa progression (456). The 
findings  of  that  study  supported  the  hypothesis  that ApoC‐I  expression  is  increased  in 
aggressive PCa. Our SELDI  findings were similar, suggesting  that  this may prove  to be a 









serum  studies  of  PCa  patients  found  that ApoD  and  TF were  detectable  but were  not 
significantly  different  between  indolent  and  aggressive  disease,  nor  between  patients 
with Gleason score ≥5 and 9.  
This study has normalised the protein content prior to analysis so loading error observed 
in  the  gel  and WB  was  not  anticipated  to  be  a  problem;  no  significant  different  in 
normalised ApoC‐I, ApoD  and  TF  expressions  between  indolent  and  aggressive  disease 




progression was  not  confirmed  following  validation  by  an  independent  analysis  of  the 
sample series.  It  is unlikely that the proteins  identified from SELDI analysis between PCa 
patient groups can be used clinically PCa progression biomarkers, due to the differences 
between our discovery and validation sample sets. It is possible that these proteins were 
implicated  as  a  PCa  progression  markers  due  to  limitation  of  the  SELDI  technique 
originally employed.  
















project.  Instead  they were  taken  from  surplus material  from  a  routine  PSA  test.  The 
samples were taken over three years (2005‐2008) so there were many potential variables 
related  to  collection,  storage,  and  preparation  conditions.  For  example,  the  specimen 
collection mode (venepuncture or arterial puncture), collection site, patient position, and 
torniquet  technique  can  affect  concentration  of  certain  blood  constituents  (423). 
Haemolysis  also  effects  significant  blood  proteome  changes  (505). Also,  sampling  time 




Aliquots must  then be prepared,  and  stored  at −80oC. However,  aliquoting  and  freeze 
storing  cannot  be  done  immediately.  In  our  study  99  PCa  serum  samples  were 





human  error  (generally  due  to  communication  problems),  the  remaining  30 %  appear 
instrumental in origin (506). 
Variability in the experimental procedure can have a great influence on the reproducibility 
of  the peak  intensities. SELDI  is very  sensitive and  can detect very minor alterations  in 
protein expression. These may be caused  in part by biological differences or are due  to 
inconsistencies  in  sample  collection  and  processing.  Such  problems  might  potentially 
affect study outcome. Artefacts may be generated without any actual clinical importance 




error.  As  Baggerly  indicated,  that  artefacts  associated  with  sample  handling  and 
processing could be responsible for discrimination between cancer and controls (309). 
It is essential that specimen collection procedure is standardised for serum PCa patients. 
Strict  SOPs  (standard  operating  procedures)  are  vital  to  reach  maximal  operating 
standards  for  protein  data  quality  and  reproducibility.  SOPs  also  are  necessary  for 
accuracy  in  the  validation  of  biomarkers.  As  one  of  the  shortcomings  of  SELDI  as  a 
technology  is  its  lack of  reproducibility,  the  key  factor    for  improving  reproducibility  in 
proteomic research  is the minimisation of all prospective sources of pre‐ analytical bias. 
(419). 
Secondly,  the  technical  limitations associated with SELDI  technology were  implicated  in 
the  lack  of  success  in  the  PCa  biomarker  discovery.  Among  the  greatest  challenges  in 
studying  serum protein profiles  is  the detection of  the deep proteome  (LMW proteins) 
(325). In our study, as protein binding onto CM10 (chromatographic surface) depends on 
its  affinity,  concentration  and  chromatographic  surface  binding  capacity,  it  is  to  be 
emphasised that the competition between various proteins for binding sites is extremely 
complex. For  instance, a highly abundant protein (e.g. Albumin) with  low affinity for the 
CM10  surface  and  a  low  abundant protein  (e.g. ApoC‐I) with high  affinity may present 
similar peak intensities in the SELDI peaks analysis. Preferential binding of high abundance 
molecules and the competitive nature of the binding will probably exclude low abundance 




With  fractionation,  the  serum  proteome  is  split  into  sub‐units, which  greatly  increases 
resolution  and  sensitivity  while  retaining minor  proteins. With  fractionation  by  anion 
exchange chromatography, those highly abundant proteins such as albumin, can interfere 







Some  doubt  technological  reliability,  owing  to  inherent  methodological  and 
bioinformatics  issues  of  SELDI  (418,  510,  511).  For  instance,  during  spectra  analysis  of 
protein, an m/z ratio of 2000 has been used as a cut‐off in order to reveal discriminatory 
peaks; however, peaks with  such  low m/z values may occur due  to experimental noise 
(511)  and  a  number  of  peaks  in  the  <4000 m/z  range  actually  originate  from  highly 
abundant proteins  such as albumin,  through  in‐source decay, and  these peaks masking 
real ones generated from LMW proteins (449).  
Another aspect of SELDI which is limiting in these experiments was in data analysis. In our 
study,  the algorithm used was a  tree classification algorithm. A general criticism of  this 
method  concerns  the use of  inadequate algorithms  for data analysis and  the problems 
arising  from  over‐adjustment  in  combinations  of  high‐dimensional  data  with  a  low 
number of cases. The most  frequently employed bioinformatics  tools are decision  tree‐
based  ones  and  SVMs  (512,  513).  Authors  generally  emphasise  the  need  for  validated 
model  selection  using  a  cross  validation  loop  and  permutation  testing  to  develop 
generalised classifier able to correctly predict classification of new samples (514). 
A frequent criticism of SELDI‐TOF‐MS, applicable to our study, is that  it does not provide 
peptide/protein  identification  (295).  In  order  to  succeed  in  the  identification  by 








by  other  research  (section  4.7).  In  all  cases,  identification  must  be  confirmed  using 
antibody‐based detection (WB). 







most  frequently  identified  proteins  so  far  are  transthyretin,  haptoglobulin, 
apolipoproteins, serum amyloid, or complement factors present at μg/mL to mg/mL (411, 
517‐522).  In  this  study  we  identified  three  acute‐phase  proteins.  The  indifferent 
specificity of these biomarkers could be explained by low sensibility. To date, SELDI‐TOF‐
MS has not identified markers at ng/mL level perhaps because the lower detection limit of 
this technology  is  in the μg/mL range  (523). Fractionation before SELDI‐TOF‐MS analysis 
might be a solution to  this problem  (452).  In SELDI, the  inability to  identify PSA may be 
due to the  low sensitivity of the SELDI approach.  It  is most unlikely that  low‐abundance 
molecules will  immobilise on  the  relevant  chips. They will  tend  to be out‐competed by 
high‐abundance,  non‐informative  molecules.  In  serum,  for  example,  the  PSA 
concentration  in healthy males  is ~1 μg /litre, whereas  total protein concentration  is  in 
the  order  of  80,000,000  μg  /litre. When  proteins  are  exposed  to  the  chip,  each  PSA 
molecule  (and  other molecules  of  similar  abundance)  will  encounter  competition  for 
binding to the same matrix by millions of irrelevant molecules. Therefore it appears most 
unlikely that molecules with very low abundance will be detected by this method (523). 
 Decreasing  the  sample  complexity  by  fractionation   means  that  a  greater  number  of 
peptides   may be analysed, as more MS time will be available to each one  (452).  In our 
study  this  technique was not used due  to  limited  sample quantity  and  this might well 
account for PSA not being detected.  
In the gel approach to protein  identification,      low sensitivity  in detection of PSA among 












the  biomarkers  are  real  PCa  progression  biomarkers.  A  validation  phase  should  assess 
potential  biomarkers  against  a  larger  and more  heterogeneous  population  of  patients. 
The  robustness of  the candidate markers must be  tested using a cohort with biological 
variability reflecting the variability in the wider clinical population. 
Several  efforts  have  been made  to  optimise  conditions  for  ApoC‐I,  ApoD  and  TF WB 
detection using small sample cohorts. The resolution and detection of the protein bands 
in  PCa  patient  serum was  an  important  parameter when  optimising  immunodetection 
techniques. Clearly the  larger the proportion of the ApoC‐I bands detected and analysed 
quantitively, the greater the chance of validation reliability. The ideal WB strategies were 
employed  to  analyse  larger  samples  size  from  Welsh  PCa  samples  (100  PCa  serum 
samples). Standardisation of the samples was performed in terms of protein content and 
the specificity of the antibodies used. The candidate markers appeared in their predicted 
molecular weight  positions.  Furthermore  the  control was  a  healthy  individual with  no 
history  of  PCa  and  showed  reproducible  results.  Statistical  analysis  also  showed  its 
appropriateness as expression analysis by WB was first normalised to the control healthy 
sample. This was done by  taking a  ratio of band  intensity  for  the protein of  interest  in 
patients vs. control. These  ratios were  then  subjected  to a Student's  t‐test  to ascertain 
any significant difference between the two groups of PCa patients, confirming the validity 
of the assay. 
Assuming  the  markers  to  be  “real”,  there  remains  a  problem  connected  with  band 
intensity  quantitation.  WB  is  at  best  semi‐quantitative  and  the  type  of  percentage 
differences that were significant by SELDI were too small to be detected by WB intensity 
analysis. 








study  to  evaluate  and  validate  the  clinical  relevance  of  SELDI‐based  approaches  in  the 
identification of patients with PCa, compared to normal patients), was undertaken by the 
US National Cancer  Institute (NCI) Early Detection Research Network (EDRN).  In the first 
phase  of  this  work,  reproducibility  of  SELDI‐TOF‐MS  was  established  and  shown  to 
provide the basis of a diagnostic assay platform ‐ provided that the events measured have 
distinct  m/z  peak  values  (524).  However,  follow  up  studies  showed  that  diagnostic 
performance was adversely affected by bias related to the sample preparation date (pre‐ 
or post 1996). This bias was  removed by using a new  series of patients, but  the  SELDI 
platform  was  still  unable  to  discriminate  between  PCa  and  non‐PCa  (427,  428).  The 
proposed third stage of the analysis, a prospective study, was abandoned following these 





limited  to  the  “discovery”  phase with  putative  biomarkers  still  awaiting  verification  or 





unsurprising  that none has been validated with  the confidence  required  to  introduce  it 
into clinical patient care. Yet, progress from discovery to the pre‐clinical and subsequently 
clinical  validation  phase  is mandatory,  as  the  sole  purpose  of  a  biomarker  lies  in  its 
application.  
In contrast to our study, a small study by Yamamoto‐Ishikawa K et al. (456) examined 16 
unfractionated  serum  samples  collected  from  PCa  patients  with metastatic  hormone‐
refractory  PCa  who  were  initially  treated  with  androgen  deprivation  therapy.  The 
confirmation of ApoC‐I expression was performed by analysis of a similar sample set by 




unless  influenced  by  bias.  Fractionation  of  serum  samples  before  SELDI  was  not 
performed, so  it should be borne  in mind that high abundancy proteins may mask some 
lower molecular weight  proteins.  Another  difference was  the  antibody  used;  the  one 
purchased  by  Yamamoto‐Ishikawa  K  et  al.  study  and  by  others was  not  available,  so 
different  specificities might account  for  conflicting  results. Small  sample  size  is another 
factor, along with artefacts of discovery strategies that make many biomarker candidates 
prone  to  false  positivity.  The  probability  of  candidate  biomarkers  being  overfitted  is 
inferred by the circumstance that most proteomic datasets are subject to both the 'curse 








(478),  ApoC‐I  expression  was  found  to  be  significantly  lower  in  serum  from  cancer 
patients vs. serum from normal  individuals by SELDI analysis however a validation study 
on  the  same  sample  set  by WB  did  not  detect  any  difference  between  patients  and 
control. The importance of validation is further emphasised in a study performed by Gast 
MC  et al.  (533). Applying  SELDI‐TOF‐MS,  they discovered  a  strong  association between 
haptoglobin phenotype and recurrence free survival in sera of 63 high‐risk primary breast 
cancer patients. However,  the  results were not confirmed  following validation  involving 
haptoglobin phenotyping of a six‐fold  larger sample set (n = 371), this observation most 
likely  resulted  from a  type  I error such as  false positive e.g overfitting  (533). This  study 
further  demonstrates  the  importance  of  validation  in  ascertaining  the  true  clinical 
applicability of a potential biomarker. 






Immunochemistry  confirmed  that apoA‐II  is  indeed overexpressed  in prostate  tumours. 
The fact that this peak was detected only in the study by Qu et al. (402) and not in other 
prostate studies  illustrates  the  limited agreement between  the different studies, clearly 
caused by differences  in the experimental set‐up. The review by Baggerly et al.  (309) of 
the work by Petricoin et al. (292) (The first study on a proteomic pattern using SELDI was 
performed by  this group)  suggested  that  the  lack of  reproducibility  in  their  results was 
likely due  to  the different processing of normal and cancer  samples. This addressed an 
important  issue  in  reproducibility  of  proteomic  patterns  and  highlighted  extreme 
importance of careful experimental design. Data sets taken from different  labs have not 
been tested yet. It may be difficult for different labs to achieve the concordant data sets 
for  all  the  reasons  discussed  above  and  indeed  the  actual  instruments  used  varies 
between the different laboratories (309). 
One of the concerns  in the use of  learning algorithms  is the possibility of overfitting the 
data  (402).  It  is not known how  robust  these algorithms will be when used  in different 
situations.  One  example  of  this  (534)  involved  a  test  for  discriminating  renal  cell 
carcinoma  from  controls by  SELDI‐TOF‐MS where  sensitivity/specificity was  initially 98–
100%  dropping  to  41%  ten months  later  on  a  different  cohort.  It  is  thus  important  to 
ensure  that algorithms  initially derived with  training samples can still work on different 
sets of samples and at different  times. Baggerely et al.  (309) has also shown  that noise 
peaks can achieve perfect classification of normal subjects and cancer patients. It should 




protocols  in  biomarker  discovery  projects  are  prerequisites  for  unbiased  studies. 








undertaken,  collaboration  between  groups  should  eventually  facilitate  an  organised, 
supervised, unified progression of proteomic mapping of  cancers,  including PCa. Major 

















80 years of age  (535). The aetiology  is still  incompletely understood, but appears  to be 
multifactorial. Familial studies suggest that genetic susceptibility may increase the risk of 
PCa  (536, 537) and a number of  susceptibility  loci have been  identified  (40). Androgen 
hormones  are  undoubtedly  important  in  the  progression  of  early  PCa;  bone mass  and 
ethnicity  also  appear  to  alter  incidence of  this disease  (536, 537).  Indeed  studies have 
found that Afro‐Caribbean individuals present with PCa at an earlier age than Caucasians, 




PCa  progression,  invasion  and  metastasis  involves  the  tumour  becoming  increasingly 
independent  of  prostate  regulatory  factors  such  as  androgen  hormones  as  it makes  a 
stepwise progression through local invasion, transport to secondary sites and further local 
reinvasion. Specific proteins  involved  in  these processes have been characterised  (542), 
but still  little  is known about  the  timing of  these events and why some cases  follow an 
indolent course whilst others are much more aggressive. There is obvious clinical benefit 
in  being  able  to  determine which  PCa will  remain  indolent  and which will  progress  to 
more aggressive PCa, i.e. a progression biomarker. One of the major hurdles in biomarker 
discovery  is  genetic  instability  and  the  increasing  heterogeneity  of  the  disease  as  it 
progresses, to the extent that advanced PCa often represents a group of several diseases 









and  prostatitis  (146),  and  therefore  a  raised  PSA  level  and/or  an  enlarged  or  irregular 
gland on DRE are used to select patients who require more  invasive testing (trans‐rectal 
biopsy)  for diagnosis  (148). However, PSA as a marker  is  flawed, as studies have shown 
that  it  is  sometimes  also  elevated  in  BPH  and  prostatitis  (149,  150).  It  is  expressed  in 
tissues  other  than  the  prostate  (150),  and  is  even  found  in women  (151).  In  addition, 
there  have  been  cases  of  PSA  negative  aggressive  PCa  (152‐154)  and  of  PSA  negative 
recurrence after  radical prostatectomy  (155). The  low specificity of PSA paired with  the 
subjectivity of DRE is a genuine indicator for more stringent diagnostic markers. 
Using prostate tissue obtained  from TRUS guided biopsy,  the glandular architecture can 
be  assessed  to  calculate  the  “Gleason  score”  (156).  Twenty‐year  survival  rates  in  PCa 
patients  treated  conservatively  show  that Gleason  scores  correlate with PCa‐associated 
mortality  rate  as  one might  expect  (157,  158). However,  7%  of  those with  the  lowest 
Gleason  scores  (2‐4)  still die  from PCa and only 66% of  those with  the highest Gleason 
scores (8‐10) die from the disease. Thus even Gleason score  is an  imperfect predictor of 
prognosis.  
Following  diagnosis,  PCa  is  typically  categorised  into  low, medium  or  high  risk  to  help 
guide management.  Low  risk  individuals  are defined by  a PSA of 10 or  less,  a Gleason 
score of 6 or less and stage 2a disease or less on MRI. In the UK, individuals with low risk 
PCa  are  followed  up  initially  with  active  surveillance  prior  to  being  offered  a 
prostatectomy  (147). However, a recent meta‐analysis of such patients has cast doubt on 
the  prognostic  significance  of  the  ‘low  risk’  definition,  as many  individuals  had more 
advanced  disease  than  predicted  when  their  radical  prostatectomy  specimen  was 
examined  (159).  It  is  therefore  very  difficult  to  decide who  should  be  offered  radical 
treatment, with the potential benefits of cure set against the inherent risks of treatment 
associated‐morbidity. Biomarkers that could better predict prognosis would help reduce 
this morbidity  and  save  health  care  resources  by  limiting  the  number  of  unnecessary 
treatments.  






specific  future  therapeutic  targets  as well  as  inform  therapeutic  choices.  Proteins  are 
responsible  for most  cellular  function  and  therefore  the proteome  is  a  likely  source of 
novel biomarkers (544, 545). The advantages of the serum proteome are that sampling is 
minimally‐invasive,  simple,  cost  effective,  and  reproducible.  Serum  proteomic  profiles 
may  be  used  to  detect  differences  between  malignant  and  benign  disease  and  to 
differentiate between different subtypes of the same disease, such as aggressivity (546).  
2D‐PAGE was  the  first  technique developed  for  the  identification of protein biomarkers 
from  complex  clinical  samples  and,  until  recently,  gave  the  best  snapshot  of  protein 
samples derived  from  cells  (470, 471). However,  it  is  time‐consuming,  labour  intensive 
and, more  importantly, unable  to detect proteins  smaller  than 10,000 Da  (547).  SELDI‐
TOF‐MS  overcomes  this  inability  to  detect  small  proteins  (294‐298).  Among  the 
advantages of SELDI are high throughput  (299) and direct body  fluid analysis on protein 
chip  surfaces  with  short  pre‐analytical  processing  (300).  Furthermore,  SELDI‐TOF‐MS 
technology  is applicable to  low volume (1 µl) serum samples (301).  It has demonstrated 
potential in improving specificity for new biomarkers (302, 303). Analysis using SELDI‐TOF‐
MS does not require prior pathophysiological knowledge of the disease (304).  
 However,  reproducibility  of  protein  chip  arrays  remains  problematic  (309)  and  CV 
between arrays showed 10–40% variability  in  its  influence on the peak  intensities (310). 
This  limitation  prompted  researchers  to  develop  new  methods  for  ensuring  the 
reproducibility of  results. This  is essential  if SELDI‐TOF‐MS  is  to be a  routine diagnostic 
and prognostic tool in clinical utility (311). The high cost  also needs to be reduced (304).  
The main  focus of SELDI technology  is protein  identification, particularly  low abundance 
proteins in biological samples. New technologies try to enrich LMW proteins by increasing 
the capacity of the chip allowing low abundance proteins to bind and to be visible in the 
spectra  (458,  459).  Other  shortcomings  arise  in  the  area  of  bioinformatics  and  data 
analysis  coupled  with  incorrect  calibration  settings  and  matrix  concentrations.  These 
result  in  low  mass  resolution  leading  to  poor  spectra  quality  and  large  variations  in 
protein  chips  reducing  the method’s discriminatory ability  (548). Every new  technology 





SELDI, with  its high  throughput  capabilities and  its ability  to process  serum  samples on 
different chromatographic  surfaces,  reflects a promising opportunity  for PCa proteomic 
profiling.  
The experiments in this project were studied in five stages. 




Analytical  variability achieved on  this  surface was within  the expected  values  for  SELDI 
optimisation  studies.  This work  creates  opportunities  for  future  proteomic  studies,  as 
optimal  conditions  were  identified  for  each  chip.  Following  the  assessment  and 
optimisation  of  WCX,  analysis  of  SELDI  settings  generated  using  WCX  arrays  was 
conducted  and  optimised  for  high  and  low  mass  ranges.  The  manufacturer’s  given 
method  was  assessed,  however  our  protocol  showed  stronger  detectable  peaks.  In 






defined by Gleason  score, were  compared using univariate analysis. The  same  samples 










protein  profiles  of  aggressive  and  indolent  disease.  A  further  30  serum  samples were 




indolent  and  aggressive  samples,  20  with  99%  confidence.  Eighteen  were  found  to 
distinguish between recurrence groups, three robustly (P<0.01). 
Multivariate  analysis  aimed  to  produce  discriminatory  models  using  all  peaks  in  the 
spectra  using  CART  analysis  validated  by  the  independent  test  sets.  Results  were 





intensities  of  protein  mass  signals  were  selected  and  compared  across  a  wide  mass 
intensity  range. Reproducibility was within  the  expected  range  for  SELDI  analysis  (401, 
454). 
Potential  PCa  biomarkers  were  thus  successfully  detected.  The  number  of  proteins 
identified was similar to other studies utilising SELDI technology (345, 477‐479). However 
it  is difficult  to  compare  results as different  studies have different aims,  the enormous 
variations  in  preanalytical  steps  may  lead  to  the  discovery  of  different  subsets  of 
biomarkers and the bioinformatics and statistical analysis are sources of variation. Despite 





biomarker  signals  to  gel  bands  is  always  a  major  obstacle  in  this  work.  Initially, 




isolating  low molecular weight  entities,  despite  using  a  centrifugal  filter  and  depletion 
proteominer  column.  Insufficient protein  concentration  led  to  difficulty  in  detection  of 
LMW proteins (476).  
Gel  free  purification  methods  were  then  tested.  For  this  purpose,  enrichment  was 
employed  by  combining  different  chromatographic  fractionation  tools  (WCX  and  RP). 
Although  this was partially  successful  in  isolating different peaks,  the  identification was 
possibly a  false positive result  ‐ there was a  low score of the  identified protein  (>65) as 
well as  lack of molecular weight peptide matches, which  together  raised  suspicion of a 
false positive (468). This limitation restricted further use of this technique.  
As  limited  representation  of  the  LMW  proteins  region  was  observed  using  previous 
techniques  an  alternative  method  involved  the  use  of  16.5%  tricine  PAGE  gel.  This 





the pooled  serum  sample, which may have  adversely  affected protein detection  in MS 
analysis (475).  
Protein  identification  using  2D  gel  and MS was  proposed  as  an  alternative  technique 
described  in  a  previous  study,  on  bone  metastases  (405).  This  technique  assumed 
enhanced protein concentration which can then be decoded with higher confidence using 
a  combination  of  2D  PAGE  and MALDI  analysis.  However,  the most  abundant  serum 
proteins  were  seen  as  large  smears  and  may  lead  to  masking  of  lower  abundance 
proteins.  In addition, poor  resolution and  limited numbers of  spots  in  the  LMW  region 









protein  concentration  of  pooled  serum  directly  loaded  onto  1D  electrophoresis. 
Reduction  of  the  protein  concentration  resulted  in  LMW  band  detection.  Significant 
improvement was noticed in the number of bands detected below 10 kDa especially with 
a  10  μg  load.  This  suggested  that  the  concentration  of  protein  loaded was  the main 
reason for the previous invisibility of proteins of lower molecular weight. 
Albumin  depletion  was  unsuccessful  in  increasing  the  number  of  lower  abundance 
proteins present  in  the 10 μg sample  load. This can be  interpreted as  the co‐binding of 
LMW  proteome  proteins  to  albumin.  Unsuccessful  attempts  to  release  LMW  proteins 
demonstrated  that  direct  loading  of  pooled  serum  would  best  preserve  sample 
constituents  and  several  candidate  biomarker  proteins  from  this  approach  were 
successfully  identified by protein MS analysis. This work constitutes a novel contribution 
and may offer a promise of new  insights  into the  identification of biomarkers, especially 
for studies performed by SELDI. 




one. The  intention  is towards minimising the variations  in protein concentration and the 
avoidance of protein modification by agents such as urea and  loss of  functional groups. 




various  other  diseases  (410).  These  proteins  gave  significant  associations  in  our  study 
however, and were adopted for further validation.  
 The  fourth  stage  concentrated  on  a  small  sample  series,  which  was  initially  used  to 
optimise conditions for ApoC‐I, ApoD and TF detection by WB analysis and to determine 





standardised  and  efficient WB method  for  studying  ApoC‐I,  ApoD  and  TF  expressions 
between  serum  samples  from patient  groups.  This WB optimisation method permitted 
ApoC‐I, ApoD and TF detection in serum samples so assessment of the validation samples 
could proceed.  
Finally, using  the optimised ApoC‐I, ApoD and TF WB methods,  the evaluation of  these 
proteins  as  PCa  biomarkers was  carried  out  using  100  serum  samples  from  the Welsh 
Cancer Bank,  characterising  the  specific  isoforms expressed. ApoC‐I, ApoD and TF were 
detected  but  not  significantly  different  between  indolent  and  aggressive  cases,  nor 
between patients with Gleason score  ≥5 and 9  (section 5.5‐5.7). No clinical correlations 
between PCa progression and serum ApoC‐I, ApoD and TF  levels were  found  in spite of 
the optimisation of the WB treatment. The implication is that these proteins are not PCa 
progression biomarkers and will have limited clinical utility. 
The main  factors  responsible  for  the  inability  to  find PCa progression biomarkers  in our 
study are as follows. 
Firstly,  in any proteomic profiling research, biased variability of non biological origin can 
occur  from  even  small  deficiencies  in  standardisation,  including  sample  collection  and 
data processing or analysis  (413‐415). Studies have been published evaluating different 
variables  including  storage  tubes,  clotting  time,  incubation  temperature,  storage 
temperature, and handling. These demonstrate the importance of uniform procedures to 
exclude  inconsistency  in  samples  for  analysis which  could  lead  to  false discovery  (416, 
417).  Such  artefacts  have  given  rise  to  conflicting  results,  including  variation  in  the 
discriminatory power and direction for a number of putative biomarkers (418).  
Secondly,  three  factors  associated with  the  SELDI  itself.  (1)  competitive  nature  of  the 
binding  between  high  and  low  abundance  proteins,  which  results  in  absence  of  low 
abundance proteins due to preferential binding of high abundance proteins (507‐509). (2) 















identification  experiments  were  performed  to  isolate  proteins  of  interest  prior  to 
digestion and sequencing due to limitations of SELDI in term of protein identification.   A 
general technical  issue  is that  identifying the relevant proteins  is not directly  feasible  in 
the  SELDI  investigation  and  thus  the  recognition  of  prognostic  SELDI  peaks  is  time 
consuming  and  relatively  complicated.  The  translation of MS peak  signals  to  gel bands 
represented a major limitation in this work.  Mass detection discrepancy between the two 
platforms cannot be excluded. The variability may have resulted from shifts caused by salt 
adducts or binding peptides present  in  the native complex protein mixture  (pooled PCa 
sample), or differences  in PTM. In our study, the  lower detection  limit for optimal bands 
resolution was 0.5 ng/μl for the protein standard. Subsequently, three masses  identified 
from gel and then MS were similar to the molecular weights from SELDI.  In addition, the 
masses determined by  SELDI and  gel work agree with previously published MS  results.  
Taken together, the results suggest there are three classical serum markers which are  in 
close agreement with masses determined by PAGE.  
 In SELDI, protein  identification  is necessary  to achieve enrichment of  specific peaks by 
purification by SDS GE with  subsequent  tryptic digest. Using MS analysis,  several bands 
were found to be extremely complex. This degree of complexity  is to be expected as 1D 
SDS PAGE gels do not give resolution to the single protein level as do techniques such as 






matching  the  sizes of SELDI candidate proteins were picked  for  further analysis.   Other 
molecular weights  larger  than  expected were discarded  due  lack  of protein  sequences 




recently developed which  includes direct MS  analysis of  intact proteins  (295).  This will 
result  in direct  identification of peptides  in  the  low molecular range  through  the use of 
protein  chip  Tandem‐MS  interfaces.  Here,  protein  fragmentation  takes  place 
electronically during  the MS  analysis.  This methodology  save  time,  identifies  candidate 




sensitive  method  and  is  designed  for  lower  molecular  weight  protein  discovery. 
Unfortunately  the  low  resolution,  slow  mass  to  protein  sequence  progression  and 
variability  reported  with  SELDI‐TOF‐MS  have  limited  its  biomarker  discovery  potential 
(12). 
Thirdly,  The  identification  of  acute  phase  proteins,  usually  defined  as  proteins  that 
change concentration by at least 25% in response to a range of inflammatory disorders, as 













on  SELDI  as  a  technique.  Surprisingly,  in  none  of  the  published  reports  with  breast, 
prostate or ovarian carcinoma have classical cancer biomarkers  (e.g. PSA  for PCa) been 









reason  for  failures of validation  studies. As McLerran et al.  (427, 428) and others have 
pointed  out  in  the  literature,  experimental  design,  standardised  sample  collection, 
storage, and sample process protocols are also critical for successful biomarker discovery. 
Data  collection  and  analysis  are  other  major  challenges  as  there  have  not  been 
standardised  protocols  for  collection  of  proteomic  data  nor  for  statistical  analysis, 
irrespective of  the  size of  the data  sets. While proteomic data generation and analysis 
could  be  standardised  for  clinical  research,  this  could  only  be  accomplished  by  an 
international and coordinated effort from funding bodies and research  laboratories. Bias 





provision  for  differential  function  through  changes  in  chromatographic  surfaces.  It  is 
sensitive  especially  for  lower  molecular  weight  molecules.  Unfortunately  the  low 
resolution,  slow  mass  to  protein  sequence  progression  and  variability  reported  with 
SELDI‐TOF‐MS have  limited  its biomarker discovery potential (12). To solve this problem, 
recently,  a  new  Protein  Chip  interface  linked  with  tandem  mass  spectrometery  was 
developed permitting direct sequencing of proteins (550).To date, higher resolution and 
protein  sequencing MS  techniques  such  as MALDI‐TOF‐MS  and  LC‐MS/MS  tools  have 
aided  the biomarker discovery process, but  remain  limited  to smaller cohort studies.  In 




practise  (12).  The  challenge  of  over‐fitting  is  described  for  the  high‐throughput  MS 




originating  from  overfitting  could  be  avoided  by  analysing  an  adequate  number  of 
samples, by  resorting  to overfitting‐resistant algorithms, by a  suitable  validation of  the 
resultant model,  and  by  using  optimal  spectral  processing methods  (i.e.  exclusion  of 
spectral areas affected by high noise) (514). 




Overall, methodological  problems  such  as  over‐fitting  and  bias  need  to  be  resolved  to 







Decades  following  its  introduction  and  despite  continuous  efforts  to  find  a  better  PCa 
biomarker,  PSA  remains  the main  screening  and  follow  up  test  for  this  disease.  The 
suboptimal prognostic value of PSA and histological grading of PCa (Gleason’s score) lead 
to  over  treatment  of  large  numbers  of  patients  and  hence major  health  and  financial 
burdens (551, 552).  
The  complex,  dynamic  and  variable  constitution  of  the  human  proteome  presents  a 
formidable  challenge  to  developing  new  biomarkers.  Such  a  challenge  requires  radical 
new ways of targeting the proteome to reach the “holy grail” of a proteopeptide barcode 
or pathway. Complexity and dynamicity can be resolved by depletion,  fractionation and 
enrichment  techniques.  Variability  can  be  controlled  by  protocol  standardisation, 
matched  cohorts,  biological  replicates  and  sample  pooling  to  eliminate  non  specific 
individual variations and noise (12).  
Sampling of proximal  fluids  from  the  target organ has emerged  as  a popular  trend  for 
biomarker discovery. Seminal plasma and expressed‐prostatatic secretion (EPS) represent 











Although we  initially  found  9.3  kDa,  22.2  kDa  and  79  kDa    to  be    candidates  for  PCa 
progression biomarkers  in PCa serum patients, protein  ID studies based on size suggest 
that these were ApoC‐I, ApoD and TF respectively. This study highlighted the utility of a 
novel  approach  for protein  identification.  Expression of  these putative biomarkers was 







biomarker  discovery.  The  analysis  and  identification  of  previously  reported  putative 
markers,  such  as  ApoC‐I,  ApoD  and  TF,  yielded  highly  promising  results.  In  contrast, 
validation  analysis  using  independent  samples  proved  to  be  disappointing.  This  study 
demonstrates the importance of validation in ascertaining the true clinical applicability of 
a potential biomarker. Distillation of true positives from the putative markers is the single 
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trans‐urethral  resections and  two patients opted  for brachytherapy.   The  records  indicate 
that  6  patients  on  active  surveillance,  and  one  on  “watch  and wait”.    The  remaining  33 









9  3  4  57 
8  5  3  38 
7  14  23  62 
6  15  19  56 
5  0  5  100 
4  1  0  0 











Gleason score  No of cases  Stage T4  Stage T3  Stage 1‐2 
9  7  1 (14)  1  (14)  5  (72) 
8  8  1  (12.5)  0  (0)  7  (87.5) 
7  37  8   (22)  4  (11)  25  (67) 
6  35  2  (6)  2  (6)  31  (88) 
5  5  1  (20)  0  (0)  4  (80) 
4  1  0  0  1 
3  1  1  0  0 
i.e. In experimental groups  aggressive* and indolent** 
7‐9*  52  10  (19)  5  (10)  37  (71) 
<7**  42  4  (9)  2  (5)  36  (86) 
N of cases per group (% if N>4) 
 
The patients’  treatment  status,  for  their  cancer or other  conditions,  varied at  the  time 
when  serum  samples were  collected.    This  variation  is  illustrated  in  Figure A.1.   Of  92 
cases where all the relevant information is available, 41.3% were receiving either a single 
treatment or multiple treatments at the time of sampling.  In 9 cases, the individual vials 













or  less  before  venesection,  Past  treatment  a  longer  gap.    Treatment  refers  to  drugs, 























The  number  of  patients  affected  are  listed with,  in  parentheses,  the  number  of  vials 












































+ metastatic  1  8  8.7  1 (100) 
Distant 
metastatis  6  7.4  11.5  1  (17) 
Local 
recurrence  9  6.3  10.7  3  (33) 
Overall MR  16  6.5  10.9  5  (31) 
NR  No 





on  the other hand  is  lower  in BR patients  than either  the MR or NR groups.   Using  the 

























BR  3  11  >60  11.1  6.85 ±1.14  3.1 (2.4)  1  0 
MR  4  5  7  18.1  6.87 ±1.58  21.7 (15)  2  3 










LQ  Median  UQ  LQ  Median  UQ 








One of  the TURP procedures  in  the MR  took place  some years ago but was  subject  to 
recurrence Table A7. 
Table A.7:  Treatment in the three recurrence categories BR, MR & NR 




BR  14  14  0  4  0  0 
MR  16  3  2  3  0  2 
NR  65  39  4  13  2  4 (1) 
 
Tumour volume was variably  reported, or not  recorded  in  the  two available databases.  
Examples are ‐ 25% of 35 mm x 43mm gland: 40% of tissue examined: 10 mm x 10 mm x 5 
mm  largest  focus: 25 mm diam: Approximate volumes were deduced  from  this  type of 
information where possible. Surprisingly, when plotted against PSA at the time of surgery, 
a  biphasic  pattern  emerges  (Figure  A.2)  with  a  few  high  PSA  values  relating  to  high 
tumour volumes, but corresponding with baseline tumour volumes  inmost.   Clear space 
seems to exist on the scatter‐plot between the two types of association.  No such pattern 







































































Eight patients  from  the cohort of 99 have died  to date.   Only  three of  these died  from 
their PCa.  Of the two lymphoma deaths one patient had received previous radiotherapy, 
the other not.  The median survival from diagnosis of PCa was 25 months for those dying 
of PCa,  11 months  for  those dying of  other  causes.   Numbers  are  very  small, but  it  is 
apparent that 3 of the 5 patients dying from other causes survived for less time than the 































Chest infection  10  0.1  90  7   
146  Feb, 






5  0.5  90  9   
794  Jan, 2007  Jun 2011, 























































Trypsin  solution:  20  ng/μl  trypsin was  prepared  by  adding  1.0 mL  of  ice  cold  50 mM 
ammonium  bicarbonate  to  20  μg  of  sequencing‐grade modified  trypsin  concentration.  










All  of  the  reagents  were  prepared  immediately  prior  to  use.  The  water  used  in  all 
components  of  the  procedure  was  HPLC  type  water.  The  urea,  Tris,  ammonium 
bicarbonate, and acetic acid were the highest grade available.  









of  the  Tris  stock  was  added  and  mixed  to  make  a  final  concentration  of  200  mM 
iodoacetamide and 100 mM Tris.  
Trypsin solution: 25 μl of ice‐cold Tris stock and 75 μl of ice‐cold water were added to 20 





























































































adversely  affect  subsequent  mass  spectrometry.  The  gel  was  removed  from  the 
electrophoresis apparatus and glass plates and the stacking gel removed. It was then put 
into a clean plastic tray, covered with 50mL of colloidal coomassie solution (Bio‐Rad) and 
left  to  incubate  overnight  on  a  slowly  rocking  platform.  The  coomassie  solution  was 
carefully  removed  after  incubation  and  the  gel  washed  in  de‐stain  solution  until  the 
background  appeared  reasonably  clear.  The  gel  was  then  ready  for  either  scanning, 





















Note:  The  gel  can  be  stored  in  the  fixative  overnight  if  there  is  insufficient  time  to         
complete  the  staining  protocol.  Longer  fixation  times may  improve  the  sensitivity  and 
background staining in some cases. 
2.  The  fixative  solution  is  decanted  and  the  gel  washed  in  30%  ethanol  (made  with 
ultrapure water) for 10 minutes.  








7.   After  staining  is complete,  the  staining  solution  is decanted and  the gel washed gel 
with 100 ml of ultrapure water for 20‐60 seconds. 
8. The gel  is  incubated  in 100 ml of Developing solution  (10 ml of developer, 1 drop of 
developer enhancer, and ultrapure water to 100 ml) for 4‐8 minutes until bands start to 
appear and the desired band intensity is reached. 
9.   Once  the appropriate  staining  intensity  is achieved, 10ml of  stopper  is  immediately 


























































































































































































































































































































Spots excised from 2D and identified by MALDI‐TOF‐MS at Imperial college     (Description)  Spot  mW (Da)  Score  Probability (%) 
Isoform 3 of Transmembrane channel like protein 6 OS Homo sapiens GN TMC6  7 43315  8.2857  6.8 
Isoform 2 of Coiled coil domain containing protein 73 OS Homo sapiens GN CCDC73  11 55553  6.1368  0.79 
Pre mRNA splicing ATP dependent RNA helicase PRP28 OS Cryptococcus neoformans GN PRP28 PE 3 SV 1  20 82106  7.1663  2.22 
Rho associated protein kinase 2 OS Homo sapiens GN ROCK2 PE 1 SV 4  27 160797  7.148  2.18 
Isoform B of Probable phospholipid transporting ATPase VB OS Homo sapiens GN ATP10B  13 61203  6.4851  1.12 
Isoform 2 of Microtubule associated tumour suppressor candidate 2 OS Homo sapiens GN MTUS2  26 40720  7.8073  4.21 
Isoform 2 of Ankyrin repeat domain containing protein 62 OS Homo sapiens GN ANKRD62  16 75362  7.444  2.93 
UPF0301 protein yqgE OS Salmonella paratyphi A GN yqgE PE 3 SV 1  4 20656  6.8846  1.67 
Isoform 2 of Ankyrin repeat domain containing protein 62 OS Homo sapiens GN ANKRD62  17 75362  6.3849  1.02 
Isoform 4 of Myotubularin related protein 11 OS Homo sapiens GN MTMR11  15 72071  7.8587  4.43 
Zinc finger protein 44 OS Homo sapiens GN ZNF44 PE 1 SV 3  18 76473  10.3252  52.25 
Isoform 2 of Anoctamin 4 OS Homo sapiens GN ANO4  24 107542  7.0042  1.89 
Ketol acid reductoisomerase OS Corynebacterium jeikeium  strain K411  GN ilvC PE 3 SV 1  6 36617  8.2559  6.6 
Protein K6 OS Vaccinia virus  strain Copenhagen  GN K6L PE 4 SV 1  2 9091  7.1404  2.16 
Splicing factor  arginine serine rich 17A OS Homo sapiens GN SFRS17A PE 1 SV 2  19 80685  4.8192  0.21 
GTP binding protein engA OS Campylobacter curvus  strain 525 92  GN engA PE 3 SV 1  10 52331  6.0805  0.75 
Isoform 4 of Multiple myeloma tumour associated protein 2 OS Homo sapiens GN MMTAG2  3 20523  8.6276  9.57 
Autocrine motility factor receptor  isoform 1 OS Homo sapiens GN AMFR PE 2 SV 1  5 34303  5.4586  0.4 
3 ketoacyl CoA thiolase OS Escherichia coli O1 K1   APEC GN fadI PE 3 SV 1  9 46527  7.5777  3.35 
Isoform 3 of Transmembrane channel like protein 6 OS Homo sapiens GN TMC6  8 43315  6.702  1.39 
Beta defensin 112 OS Homo sapiens GN DEFB112 PE 2 SV 1  1 12982  8.2694  6.69 
Major vault protein OS Homo sapiens GN MVP PE 1 SV 4  22 99266  7.3265  2.6 
Delta like protein 1 OS Homo sapiens GN DLL1 PE 2 SV 2  23 78003  6.32  0.95 
Major vault protein OS Homo sapiens GN MVP PE 1 SV 4  21 99266  8.9837  13.66 
Aspartyl tRNA synthetase OS Eubacterium rectale  strain ATCC 33656   VPI 0990  GN aspS PE 3 SV 1  14 67446  8.1111  5.71 
Isoform 2 of Lymphoid restricted membrane protein OS Homo sapiens GN LRMP  12 56164  8.553  8.88 
Squalene monooxygenase OS Homo sapiens GN SQLE PE 2 SV 2  13 63898  7.2381  2.38 
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Appendix E: Proteins  identified by MS present  in 2  lanes and 13 
bands   
Band  Homo sapiens proteins present Molecular weight Score (Queries matched)
1  Isoform 1 of serum albumin 71.317 kDa. 1644(49) 
Alpha‐2‐macroglobulin 164.614 kDa 340(11) 
2  Isoform 1 of serum albumin 71.317 kDa. 1644(45) 
3  Isoform 1 of serum albumin 71317 kDa. 693(40) 










7  ‐Apolipoprotein A‐II 11.282 kDa 107(2) 






11  Apolipoprotein A‐I 30759 kDa 103(2) 
Isoform 1 of serum albumin 71.317 kDa. 550(28) 











































The  hCG2029987  protein  contains  398  amino  acids  and  is  therefore  one  amino  acid 
shorter  than  the  protein  of  interest.  There  are  a  couple  of minor  differences  in  the 
sequence (highlighted in yellow). However, despite the differences the amino acids are of 
the same type i.e. lysine (K) in place of arginine (R) and aspartate (D) in place of glutamate 






is encoded by the  IgGH1 gene,  located on chromosome 14, as  is the protein of  interest. 
Again  there  are  some  minor  differences  (highlighted  in  yellow)  but  the  replacement 
amino  acids  are  of  the  same  type.  aspartate  (D)  in  place  of  glutamate  (E)  both  polar, 
charged amino acids and leucine (L) is found in place of methionine (M), both non‐polar, 
uncharged amino acids. 












query  protein  by  comparing  the  query  protein  sequence  against  conserved  domain 
models  collected  from  source  databases.  The  conserved  domain  search  returned  one 
‘specific  hit’.  A  ‘specific  hit’  means  that  there  is  a  high  level  of  confidence  in  the 
association between the protein query sequence and a conserved domain, thus there  is 
also a high confidence in terms of the inferred function. The ‘specific hit’ was identified in 
















NCBI database, which has been  translated  in all 6 different  reading  frames. The  top hit 
following  the  translating  blast  search  was  the  homo  sapiens  immunoglobulin  heavy 
constant  gamma 1 (IgHG1) gene. The cDNA clone for the mRNA sequence for the IgHG1 
gene is as follows: 
1   cccagcacta gaagtcggcg gtgtttcctt tcggtgatca gcactgaaca cagaggactc 
61  gccatggagt ttgggctgag ctgggttttc ctcgttgctc ttttaagagg tgtccagtgt 
121 caggcgcagt tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ccgggagctc cctgagactc 
181 tcctgtgcag cctctggttt caggttcagc aattatggca tgcactgggt ccgccaggct 
241 ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt ttttcatatg atgaaagtga taaatattat 
301 gcagcctccg tgaagggtcg atttaccatc tccagagaca actccaagaa cacgttgtct 
361 ctgcaaatga acagcctgag agttgaggac acggctgttt actactgtgc gaaagatcag 
421 aagccctggt acagcaacag ctggtttcta accaactttg actcttgggg ccggggcacc 
481 ctggtcaccg tctcctcagc ctccaccaag ggcccatcgg tcttccccct ggcaccctcc 
541 tccaagagca cctctggggg cacagcggcc ctgggctgcc tggtcaagga ctacttcccc 
601 gaaccggtga cggtgtcgtg gaactcaggc gccctgacca gcggcgtgca caccttcccg 
661 gctgtcctac agtcctcagg actctactcc ctcagcagcg tggtgaccgt gccctccagc 
721 agcttgggca cccagaccta catctgcaac gtgaatcaca agcccagcaa caccaaggtg 
781 gacaagaaag ttgagcccaa atcttgtgac aaaactcaca catgcccacc gtgcccagca 
841 cctgaactcc tggggggacc gtcagtcttc ctcttccccc caaaacccaa ggacaccctc 
901 atgatctccc ggacccctga ggtcacatgc gtggtggtgg acgtgagcca cgaagaccct 
961 gaggtcaagt tcaactggta cgtggacggc gtggaggtgc ataatgccaa gacaaagccg 
1021 cgggaggagc agtacaacag cacgtaccgt gtggtcagcg tcctcaccgt cctgcaccag 
1081 gactggctga atggcaagga gtacaagtgc aaggtctcca acaaagccct cccagccccc 
1141 atcgagaaaa ccatctccaa agccaaaggg cagccccgag aaccacaggt gtacaccctg 
1201 cccccatccc gggatgagct gaccaagaac caggtcagcc tgacctgcct ggtcaaaggc 
1261 ttctatccca gcgacatcgc cgtggagtgg gagagcaatg ggcagccgga gaacaactac 
1321 aagaccacgc ctcccgtgct ggactccgac ggctccttct tcctctacag caagctcacc 
1381 gtggacaaga gcaggtggca gcaggggaac gtcttctcat gctccgtgat gcatgaggct 
1441 ctgcacaacc actacacgca gaagagcctc tccctgtctc cggagctgca actggaggag 
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1501 agctgtgcgg aggcgcagga cggggagctg gacgggctgt ggacgaccat caccatcttc 
1561 atcacactct tcctgttaag cgtgtgctac agtgccaccg tcaccttctt caaggtgaag 
1621 tggatcttct cctcggtggt ggacctgaag cagaccatca tccccgacta caggaacatg 
1681 atcggacagg gggcctaggg ccaccctctg cggggtgtcc agggccgccc agaccccaca 
1741 caccagccat gggccatgct cagccaccac ccaggccaca cctgcccccg acctcaccgc 
1801 cctcaacccc atggctctct ggcctcgcag ttgccctctg accctgacac acctgacacg 
1861 ccccccttcc agaccctgtg catagcaggt ctaccccaga cctccgctgc ttggtgcatg 
1921 cagggcactg ggggccaggt gtcccctcag caggacatcc ttgccctccg gaccacaagg 
1981 tgctcacaca aaaggaggca gtgaccggta tcccaggccc ccacccaggc aggagctggc 
2041 cctggagcca accccgtcca cgccagcctc ctgaacacag gcgtggtttc cagatggtga 
2101 gtgggagcat cagccgccaa ggtagggaag ccacagcacc atcaggccct gttggggagg 
2161 cttccgagag ctgcgaaggc tcactcagac ggccttcctc ccagcccgca gccagccagc 
2221 ctccattccg ggcactcccg tgaactcctg acatgaggaa tgaggttgtt ctgatttcaa 
2281 gcaaagaacg ctgctctctg gctcctggga acagtctcgg tgccagcacc accccttggc 
2341 tgcctgccca cactgctgga ttctcgggtg gaactggacc cgcagggaca gccagcccca 
2401 gagtccgcac tggggagaga aggggccagg cccaggacac tgccacctcc cacccactcc 
2461 agtccaccga gatcactcag agaagagcct gggccatgtg gccgctgcag gagccccaca 
2521 gtgcaagggt gaggatagcc caaggaaggg ctgggcatct gcccagacag gcctcccaga 
2581 gaaggctggt gaccaggtcc caggcgggca agactcagcc ttggtggggc ctgaggacag 
2641 aggaggccca ggagcatcgg ggagagaggt ggagggacac cgggagagcc aggagcgtgg 
2701 acacagccag aactcatcac agaggctggc gtccagtccc gggtcacgtg cagcaggaac 
2761 aagcagccac tctgggggca ccaggtggag aggcaagacg acaaagaggg tgcccgtgtt 
2821 cttgcgaaag cggggctgct ggccacgagt gctggacaga ggcccccacg ctctgctgcc 
2881 cccatcacgc cgttccgtga ctgtcacgca gaatccgcag acaggaaggg agactcgagc 
2941 gggagtgcgg ccagcgcctg cctcggccgt cagggaggac tcccgggctc actcgaagga 
3001 ggtgccacca tttcagcttt ggtagctttt cttcttcttt taaattttct aaagctcatt 
3061 aattgtcttt gatgtttctt ttgtgatgac aataaaatat cctttttaag tcttgtaaaa 
3121 aaaaaaaaaa aaaa 
From this sequence the longest open reading frame is 1635 bp and codes for a 545 amino 
acid  protein.  The  IgGH1  gene  product  is  associated  with  a  539  amino  acid  unnamed 
protein, which has a similar sequence to the 44kDa protein of interest (shown in yellow).  
      P  S  T  R  S  R  R  C  F  L  S  V  I  S  T  E  H  R  G  L   
1     cccagcactagaagtcggcggtgtttcctttcggtgatcagcactgaacacagaggactc  60 
      A  M  E  F  G  L  S  W  V  F  L  V  A  L  L  R  G  V  Q  C   
61    gccatggagtttgggctgagctgggttttcctcgttgctcttttaagaggtgtccagtgt  120 
      Q  A  Q  L  V  E  S  G  G  G  V  V  Q  P  G  S  S  L  R  L   
121   caggcgcagttggtggagtctgggggaggcgtggtccagcccgggagctccctgagactc  180 
      S  C  A  A  S  G  F  R  F  S  N  Y  G  M  H  W  V  R  Q  A   
181   tcctgtgcagcctctggtttcaggttcagcaattatggcatgcactgggtccgccaggct  240 
      P  G  K  G  L  E  W  V  A  V  F  S  Y  D  E  S  D  K  Y  Y   
241   ccaggcaaggggctggagtgggtggcagttttttcatatgatgaaagtgataaatattat  300 
      A  A  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  S  K  N  T  L  S   
301   gcagcctccgtgaagggtcgatttaccatctccagagacaactccaagaacacgttgtct  360 
      L  Q  M  N  S  L  R  V  E  D  T  A  V  Y  Y  C  A  K  D  Q   
361   ctgcaaatgaacagcctgagagttgaggacacggctgtttactactgtgcgaaagatcag  420 
      K  P  W  Y  S  N  S  W  F  L  T  N  F  D  S  W  G  R  G  T   
421   aagccctggtacagcaacagctggtttctaaccaactttgactcttggggccggggcacc  480 
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      L  V  T  V  S  S  A  S  T  K  G  P  S  V  F  P  L  A  P  S   
481   ctggtcaccgtctcctcagcctccaccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcc  540 
      S  K  S  T  S  G  G  T  A  A  L  G  C  L  V  K  D  Y  F  P   
541   tccaagagcacctctgggggcacagcggccctgggctgcctggtcaaggactacttcccc  600 
      E  P  V  T  V  S  W  N  S  G  A  L  T  S  G  V  H  T  F  P   
601   gaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttcccg  660 
      A  V  L  Q  S  S  G  L  Y  S  L  S  S  V  V  T  V  P  S  S   
661   gctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagc  720 
      S  L  G  T  Q  T  Y  I  C  N  V  N  H  K  P  S  N  T  K  V   
721   agcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtg  780 
      D  K  K  V  E  P  K  S  C  D  K  T  H  T  C  P  P  C  P  A   
781   gacaagaaagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagca  840 
      P  E  L  L  G  G  P  S  V  F  L  F  P  P  K  P  K  D  T  L   
841   cctgaactcctggggggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctc  900 
      M  I  S  R  T  P  E  V  T  C  V  V  V  D  V  S  H  E  D  P   
901   atgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccct  960 
      E  V  K  F  N  W  Y  V  D  G  V  E  V  H  N  A  K  T  K  P   
961   gaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccg  1020 
      R  E  E  Q  Y  N  S  T  Y  R  V  V  S  V  L  T  V  L  H  Q   
1021  cgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccag  1080 
      D  W  L  N  G  K  E  Y  K  C  K  V  S  N  K  A  L  P  A  P   
1081  gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagccccc  1140 
      I  E  K  T  I  S  K  A  K  G  Q  P  R  E  P  Q  V  Y  T  L   
1141  atcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctg  1200 
      P  P  S  R  D  E  L  T  K  N  Q  V  S  L  T  C  L  V  K  G   
1201  cccccatcccgggatgagctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggc  1260 
      F  Y  P  S  D  I  A  V  E  W  E  S  N  G  Q  P  E  N  N  Y   
1261  ttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactac  1320 
      K  T  T  P  P  V  L  D  S  D  G  S  F  F  L  Y  S  K  L  T   
1321  aagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctacagcaagctcacc  1380 
      V  D  K  S  R  W  Q  Q  G  N  V  F  S  C  S  V  M  H  E  A   
1381  gtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggct  1440 
      L  H  N  H  Y  T  Q  K  S  L  S  L  S  P  E  L  Q  L  E  E   
1441  ctgcacaaccactacacgcagaagagcctctccctgtctccggagctgcaactggaggag  1500 
      S  C  A  E  A  Q  D  G  E  L  D  G  L  W  T  T  I  T  I  F   
1501  agctgtgcggaggcgcaggacggggagctggacgggctgtggacgaccatcaccatcttc  1560 
      I  T  L  F  L  L  S  V  C  Y  S  A  T  V  T  F  F  K  V  K   
1561  atcacactcttcctgttaagcgtgtgctacagtgccaccgtcaccttcttcaaggtgaag  1620 
      W  I  F  S  S  V  V  D  L  K  Q  T  I  I  P  D  Y  R  N  M   
1621  tggatcttctcctcggtggtggacctgaagcagaccatcatccccgactacaggaacatg  1680 
      I  G  Q  G  A  *  G  H  P  L  R  G  V  Q  G  R  P  D  P  T   
1681  atcggacagggggcctagggccaccctctgcggggtgtccagggccgcccagaccccaca  1740 
      H  Q  P  W  A  M  L  S  H  H  P  G  H  T  C  P  R  P  H  R   
1741  caccagccatgggccatgctcagccaccacccaggccacacctgcccccgacctcaccgc  1800 
      P  Q  P  H  G  S  L  A  S  Q  L  P  S  D  P  D  T  P  D  T   
1801  cctcaaccccatggctctctggcctcgcagttgccctctgaccctgacacacctgacacg  1860 
      P  P  F  Q  T  L  C  I  A  G  L  P  Q  T  S  A  A  W  C  M   
1861  ccccccttccagaccctgtgcatagcaggtctaccccagacctccgctgcttggtgcatg  1920 
      Q  G  T  G  G  Q  V  S  P  Q  Q  D  I  L  A  L  R  T  T  R   
1921  cagggcactgggggccaggtgtcccctcagcaggacatccttgccctccggaccacaagg  1980 
      C  S  H  K  R  R  Q  *  P  V  S  Q  A  P  T  Q  A  G  A  G   
1981  tgctcacacaaaaggaggcagtgaccggtatcccaggcccccacccaggcaggagctggc  2040 
      P  G  A  N  P  V  H  A  S  L  L  N  T  G  V  V  S  R  W  *   
2041  cctggagccaaccccgtccacgccagcctcctgaacacaggcgtggtttccagatggtga  2100 
      V  G  A  S  A  A  K  V  G  K  P  Q  H  H  Q  A  L  L  G  R   
2101  gtgggagcatcagccgccaaggtagggaagccacagcaccatcaggccctgttggggagg  2160 
      L  P  R  A  A  K  A  H  S  D  G  L  P  P  S  P  Q  P  A  S   
2161  cttccgagagctgcgaaggctcactcagacggccttcctcccagcccgcagccagccagc  2220 
      L  H  S  G  H  S  R  E  L  L  T  *  G  M  R  L  F  *  F  Q   
2221  ctccattccgggcactcccgtgaactcctgacatgaggaatgaggttgttctgatttcaa  2280 
      A  K  N  A  A  L  W  L  L  G  T  V  S  V  P  A  P  P  L  G   
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2281  gcaaagaacgctgctctctggctcctgggaacagtctcggtgccagcaccaccccttggc  2340 
      C  L  P  T  L  L  D  S  R  V  E  L  D  P  Q  G  Q  P  A  P   
2341  tgcctgcccacactgctggattctcgggtggaactggacccgcagggacagccagcccca  2400 
      E  S  A  L  G  R  E  G  A  R  P  R  T  L  P  P  P  T  H  S   
2401  gagtccgcactggggagagaaggggccaggcccaggacactgccacctcccacccactcc  2460 
      S  P  P  R  S  L  R  E  E  P  G  P  C  G  R  C  R  S  P  T   
2461  agtccaccgagatcactcagagaagagcctgggccatgtggccgctgcaggagccccaca  2520 
      V  Q  G  *  G  *  P  K  E  G  L  G  I  C  P  D  R  P  P  R   
2521  gtgcaagggtgaggatagcccaaggaagggctgggcatctgcccagacaggcctcccaga  2580 
      E  G  W  *  P  G  P  R  R  A  R  L  S  L  G  G  A  *  G  Q   
2581  gaaggctggtgaccaggtcccaggcgggcaagactcagccttggtggggcctgaggacag  2640 
      R  R  P  R  S  I  G  E  R  G  G  G  T  P  G  E  P  G  A  W   
2641  aggaggcccaggagcatcggggagagaggtggagggacaccgggagagccaggagcgtgg  2700 
      T  Q  P  E  L  I  T  E  A  G  V  Q  S  R  V  T  C  S  R  N   
2701  acacagccagaactcatcacagaggctggcgtccagtcccgggtcacgtgcagcaggaac  2760 
      K  Q  P  L  W  G  H  Q  V  E  R  Q  D  D  K  E  G  A  R  V   
2761  aagcagccactctgggggcaccaggtggagaggcaagacgacaaagagggtgcccgtgtt  2820 
      L  A  K  A  G  L  L  A  T  S  A  G  Q  R  P  P  R  S  A  A   
2821  cttgcgaaagcggggctgctggccacgagtgctggacagaggcccccacgctctgctgcc  2880 
      P  I  T  P  F  R  D  C  H  A  E  S  A  D  R  K  G  D  S  S   
2881  cccatcacgccgttccgtgactgtcacgcagaatccgcagacaggaagggagactcgagc  2940 
      G  S  A  A  S  A  C  L  G  R  Q  G  G  L  P  G  S  L  E  G   
2941  gggagtgcggccagcgcctgcctcggccgtcagggaggactcccgggctcactcgaagga  3000 
      G  A  T  I  S  A  L  V  A  F  L  L  L  L  N  F  L  K  L  I   
3001  ggtgccaccatttcagctttggtagcttttcttcttcttttaaattttctaaagctcatt  3060 
      N  C  L  *  C  F  F  C  D  D  N  K  I  S  F  L  S  L  V  K   
3061  aattgtctttgatgtttcttttgtgatgacaataaaatatcctttttaagtcttgtaaaa  3120 
      K  K  K  K 
3121  aaaaaaaaaaaaaa  3134 
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